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1 Einleitung 
1.1 Was sind Mikroglia? 
Mikroglia sind eine Population von residenten Glia-Zellen des zentralen Nervensystems 
(ZNS). Sie machen zwischen fünf und 20 % der Gliazellmasse des ZNS aus (Perry, 1998). Auf 
ähnliche Weise wie die Makrophagen in der Peripherie, sind Mikrogliazellen dazu in der Lage 
sich durch das Parenchym des Gehirns zu bewegen. Durch die Annahme verschiedener 
Aktivitätsformen können sie dabei im ZNS die unterschiedlichen Rollen des Immunsystems 
übernehmen. So haben Mikroglia z.B. Einfluss auf die embryonale Entwicklung des ZNS, helfen 
bei der Abwehr von pathogenen Keimen, beeinflussen die Modulation von physiologischen 
und pathologischen Prozessen und treiben die Regeneration von Defekten an. Durch diese 
Fähigkeiten tragen Mikroglia zur Homöostase im ZNS bei. 
1.1.1 Erstbeschreibung  
Nach der Entdeckung neuer Färbemethoden in der zweiten Hälfte des 19. Jahrhunderts, 
wie z.B. der Nissl-Färbung (Nissl 1913; Kádár et al. 2009), konnten erstmals Zellen im ZNS 
beschrieben werden, die aufgrund ihrer besonderen Morphologie und ihres gehäuften 
Vorkommens in pathologisch verändertem Gewebe keinem der bekannten Zelltypen 
zuzuordnen waren. Sie wurden deshalb lange Zeit als eine Art von Glia-Zellen oder Astrozyten 
bezeichnet (Boya et al. 1979). Diese Klassifizierungen waren nicht sehr präzise, hielten sich 
aber dennoch bis in die dreißiger Jahre des 20. Jahrhunderts, ohne nennenswert 
weiterentwickelt zu werden. 
Im Kapitel „Microglia“ seines Buches Cytology and Cellular Pathology of the Nervous 
System (S. 481-534) aus dem Jahr 1932 (del Rio-Hortega 1932) charakterisierte  
Pio del Rio-Hortega diesen zuvor nur vage und auch sehr unterschiedlich beschriebenen 
Zelltyp zum ersten Mal detailliert. Dabei entwickelte er neue Theorien und setzte Standards, 
die noch heute Gültigkeit haben. So beschrieb del Rio-Hortega zum Beispiel, dass Mikroglia als 
Zellen mesodermalen Ursprungs früh in der Ontogenese in das ZNS migrieren und in 
Abhängigkeit vom Reizzustand ihrer Umgebung, verschiedene morphologische Formen 
annehmen können und dabei unterschiedliche Funktionen erfüllen. 
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1.1.1.1 Ontogenese 
Doch obwohl del Rio-Hortega mit seiner detaillierten Beschreibung viele Fragen zur 
Biologie der Mikroglia beantwortete, gelang es ihm nicht die wahre Herkunft der Mikroglia zu 
identifizieren. Aufgrund von Ähnlichkeiten in ihrer Morphologie sowie ihrer phagozytotischen 
Eigenschaften postulierte er zwar eine Verbindung zwischen peripheren Makrophagen und 
Mikroglia, konnte diese aber nicht beweisen. So waren Arbeiten, die den Mikroglia eine 
neuroektodermale Herkunft oder aber eine Verwandtschaft mit Gefäß-Perizyten sowie mit 
subependymalen Geweben nahe legten bis in die 1980- er Jahre keine Seltenheit (Mori und 
Leblond, 1969; Barón und Gallego, 1972; Fedoroff und Hertz, 1981; Kitamura et al., 1984). 
Erst die immun-histochemische Untersuchung von spezifischen Makrophagen-Markern 
in Mäuse- und humanen-Mikroglia sowie die Untersuchung von PU.1 knock-out Mäusen 
bewies die Zugehörigkeit der Mikroglia zur myeloischen Reihe; und damit ihren 
mesodermalen Ursprung (Perry et al., 1985; Akiyama und McGeer, 1990; McKercher et al., 
1996; D. R. Beers et al., 2006; Ginhoux et al., 2013). Mit diesen Methoden ließen sich in das 
ZNS eingewanderte makrophagenähnliche Zellen schon in einem frühen Stadium der 
embryonalen Entwicklung nachweisen. Die dabei beobachteten Zellen zeichneten sich durch 
ihre morphologischen und physiologischen Analogien, durch ihr spezifisches Verteilungs- und 
Migrationsmuster und durch ihre hohe Proliferationsbereitschaft aus. Diese Eigenschaften 
führten zu der Schlussfolgerung, dass es sich bei diesen Zellen um Mikrogliazellen-Vorläufer 
handeln müsse (Perry et al., 1985; Wang et al., 1996; Alliot et al., 1999). 
Diesem Gedanken folgend kam die Frage auf, zu welchem Zeitpunkt die  
Mikroglia-Vorläuferzellen in das ZNS gelangen. Als problematisch erwies sich bei der 
Beantwortung dieser Frage, dass die frühe Hämatopoese in zwei unterschiedlichen 
Kompartimenten abläuft: dem Dottersack und der fetalen Leber. Erst später übernimmt das 
Knochenmark die Aufgabe der Blutbildung (Tavian et al. 2005; Orkin et al. 2008;  
Ginhoux et al. 2013).  
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Abbildung 1.1: Ontogenese der Mikroglia: Die Population der residenten Mikrogliazellen des ZNS 
geht aus myeloischen Vorläuferzellen des Dottersacks hervor. Sie wandern in der frühen 
Embryogenese, zwischen dem 8. und dem 10. Gestationstag, in das ZNS aus. Abgebildet ist hier die 
Hämatopoese (grün) sowie die Neurogenese (violett) bei Mäusen. Die Zeitachse ist in Form der 
Mausentwicklung angegeben (grau, links). (verändert nach Ransohoff und Cardona 2010; Kierdorf 
und Prinz 2013; Ginhoux et al. 2013; De Kleer et al. 2014) 
In der Embryogenese der Maus kommt es bereits am 7. Gestationstag (E7) zur 
Ausbildung von Blutinseln im extraembryonal angelegten Dottersack (siehe Abb. 1.1).  
Hier beginnt die fetale Hämatopoese, wobei zunächst überwiegend lymphatische und 
myeloische Vorläuferzellen gebildet werden. Aus den zuletzt genannten Zellen gehen 
überwiegend frühe Erythrozyten (Megakaryozyten-Erythrozyten Vorläuferzellen) sowie 
Vorläufer der Makrophagen und Mikrogliazellen hervor (Bertrand et al. 2005). Die dabei 
gebildeten frühen Makrophagen-Vorläuferzellen unterscheiden sich von den reifen 
Mikrogliazellen des ZNS u.a. durch ihre Unabhängigkeit vom Transkriptionsfaktor Myb  
(Schulz et al. 2012). Mit der Entwicklung des fetalen Blutkreislaufsystems zwischen dem 8,5. 
und 10. Gestationstag (E8,5 – E10) wandern die Monozyten-Vorläuferzellen in die peripheren 
Gewebe des Embryos ein. Zur selben Zeit besiedeln Mikroglia-Vorläuferzellen aus dem 
Zellpool des embryonalen Dottersacks das noch junge Gehirn  
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(McGrath et al. 2003; Mizutani et al. 2012; Ginhoux et al. 2013). Im peripheren Gewebe und 
im ZNS angekommen zeigen sowohl die primären Makrophagen als auch die Mikroglia-
Vorläuferzellen ein stark proliferatives Verhalten (Perry et al., 1985;  
Wang et al., 1996; Alliot et al., 1999). Ab dem 8,5. Gestationstag (E8,5) kommt es zur 
Ausbildung zusätzlicher hämatopoetisch aktiver Gewebe im Bereich der Aorta, der Gonaden 
und der Mesonephrone des Embryos (Godin et al. 1993; Medvinsky et al. 1993). Die hier 
gebildeten hämatopoetischen Stammzellen wandern ab dem 10,5. Gestationstag in die fetale 
Leber ein. Dort bilden Sie ab dem 11,5. Gestationstag das endgültige, definitive 
hämatopoetische Gewebe des Fetus (Naito et al., 1990; Kumaravelu et al., 2002; 
Schulz et al., 2012). 
Diese aus Versuchen mit Mäusen gewonnenen Erkenntnisse konnten in Experimenten mit 
humanen-, Ratten-, Zebrafisch- und Vogel-Zellen nachvollzogen und bestätigt werden. 
Unterschiede bei den Zellen verschiedener Herkunft bestanden im zeitlichen Ablauf der 
Embryogenese sowie in der Art der Auswanderung von Mikroglia-Vorläuferzellen. Aus den 
diesbezüglichen Forschungsergebnissen wurde auf einen hohen Konservierungsgrad bei der 
Entstehung von Mikroglia-Vorläuferzellen aus dem Dottersack geschlossen  
(Cuadros et al. 1998; Herbomel et al. 2001; Tavian et al. 2005).  
Wenn die in der frühen Embryogenese eingewanderten Mikrogliazellen im fetalen 
Gehirn angekommen sind, lagern sie sich zunächst in Form von Zellnestern zusammen. Aus 
diesen Zellnestern besiedeln die Zellen dann im Laufe der postnatalen Entwicklung alle 
anderen Teile des ZNS (Kettenmann et al. 2011). Dabei kommt es im ZNS durch den Anstieg 
der Proliferationsrate der residenten Mikroglia-Vorläuferzellen zu einer starken Zunahme der 
Mikroglia-Zellpopulation (Matsumoto und Fujiwara, 1987; Lassmann und Hickey, 1993; Alliot 
et al. 1999; Priller et al., 2001; David R Beers et al., 2006; Tambuyzer et al., 2009). Im adulten 
Gehirn bilden die Mikrogliazellen dann einen stabilen Pool an residenten Zellen und machen 
ca. 10% der gesamten Zellmasse des ZNS aus. Sie repräsentieren damit den wichtigsten Anteil 
des angeborenen Immunsystems im ZNS (Kettenmann et al. 2011). Die eingewanderten 
peripheren Makrophagen tragen nur geringfügig zur Erneuerung der Population von 
Entzündungszellen im ZNS bei (Ginhoux et al. 2010). Der zahlenmäßig größte Teil dieser Zellen 
ist von der Selbsterneuerungskapazität des bestehenden primären Zellpools abhängig.  
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Im Rahmen von neuroinflammatorischen Prozessen kommt es zu sogenannten 
reaktiven Mikrogliosen (Streit et al., 1999; Vallières und Sawchenko, 2003; Ladeby et al., 2005; 
Mildner et al., 2007). Diese zeichnen sich durch einen starken Anstieg von 
entzündungsmediierenden Zellen nach einem akuten Trauma oder einer Störung der 
Homöostase des ZNS aus. Die starke Zunahme der Zellzahl ist am ehesten auf eine 
Lückenbildung in der Blut-Hirn-Schranke (BHS) zurückzuführen. Infolge dieser Lückenbildung 
können periphere Makrophagen vermehrt in das ZNS einwandern. Die von den 
Mikrogliazellen und Makrophagen konsekutiv ausgelösten Entzündungsprozesse können 
ihrerseits in erheblichem Maße zur Aufrechterhaltung und Ausweitung einer neurologischen 
Symptomatik beitragen (Ajami et al. 2007; Mildner et al. 2007; Ginhoux et al. 2010).  
Die Eindämmung von derartigen unkontrollierten Entzündungsprozessen im ZNS ist für den 
Organismus überlebenswichtig und stellt eine der bedeutendsten Aufgaben der 
Mikrogliazellen dar. 
1.2 Welche Funktion haben Mikroglia? 
Das zentrale Nervensystem ist als ein besonders immunprivilegierter Bereich von der 
Aufrechterhaltung eines empfindlichen Gleichgewichtes verschiedener Faktoren abhängig. 
Veränderungen und Schädigungen dieses Gleichgewichtes können die Integrität des Gehirnes 
leicht stören. Eine solche Störung kann weitreichende Folgen für den gesamten 
Organismus haben.  
Durch die Regulation von apoptotischen Prozessen und von synaptischer Elimination sowie 
durch die Modulation der Neurogenese können Mikroglia auf die neuronale Plastizität Einfluss 
nehmen. Infolge solcher Einflussnahme können Mikrogliazellen auf Lernprozesse einwirken 
und u.a. die Entwicklung ganzer Hirnareale beeinflussen. Als lokale Vertreter des 
Immunsystems im ZNS übernehmen Mikroglia darüber hinaus eine entscheidende Rolle bei 
der Modulation von Entzündungsprozessen. Hierdurch tragen die Mikrogliazellen zur 
Aufrechterhaltung der Homöostase im ZNS bei (Graeber, 2010; Graeber et al.,  2011;  
Tremblay et al., 2011; Daneman, 2012; Hughes, 2012; Katsumoto et al., 2014; Prinz und Priller, 
2014; Salter und Beggs, 2014; Loane und Kumar, 2015).  
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1.2.1 Konventionelle Einteilung der Mikroglia 
In konventioneller Weise werden Mikrogliazellen anhand ihrer funktionellen und 
morphologischen Eigenschaften verschiedenen Aktivitätsformen zugeteilt  
(Kettenmann et al., 2011).  
Betrachtet man Mikrogliazellen, die aus gesunden Gehirnen stammen und die in ihrem 
physiologischen Zustand vorliegen unter dem Mikroskop, weisen diese Zellen eine Art 
„ruhendes“ Stadium auf. Hierbei haben die Zellen einen kleinen Zellkörper (Soma) und 
verfügen über ein nach Art eines Astes verzweigtes System von Zellfortsätzen, die sie in die 
Peripherie ausstrecken. Aufgrund dieser morphologischen Eigenschaft bezeichnete man 
dieses Aktivitätsstadium oft als ramified oder resting, dt. verästelt oder ruhend. Lange Zeit 
wurden diese Begriffe sogar als Synonym für den vermeintlich ruhenden Zustand der Zellen 
verwendet (Streit et al. 1999; Kettenmann et al. 2011). Heutzutage jedoch nimmt man an, 
dass die Zellen in diesem Aktivitätsstadium nicht ruhen, sondern im Gegenteil sehr aktiv mit 
ihrer Umwelt interagieren. So konnten Nimmerjahn et al. zeigen, dass die Zellfortsätze nicht, 
wie zuvor angenommen, unbeweglich sind, sondern vielmehr ein System aus sich ständig 
verändernden Fortsätzen bilden (Nimmerjahn et al. 2005; Tremblay et al. 2011). Die Zellen 
ziehen dabei in einem fortwährenden Prozess bestehende Fortsätze ein um sie erneut in 
andere Bereiche des ZNS-Parenchyms auszustrecken. Es wird angenommen, dass die 
Mikroglia hierdurch in der Lage sind, das gesamte ZNS kontinuierlich mit ihren Zellfortsätzen 
abzutasten und so zu überwachen. Aus diesem Grund wird die gegenwärtig verbreitet 
angewendete Bezeichnung ‚surveillant‘ Mikroglia, dt. überwachende Mikroglia, der Aufgabe 
der Mikrogliazellen in diesem Stadium gerechter (Davalos et al. 2005; Nimmerjahn et al. 2005; 
Cherry et al. 2014).  
Nehmen Mikrogliazellen bei der Überwachung des ZNS pathologische Veränderungen 
oder Störungen der Homöostase wahr, so ändert sich ihr Aktivitätsstadium von ‚surveillant‘ zu 
aktiviert. Dies geschieht über eine Reihe von reversiblen Zwischenschritten, die am Ende zu 
einer deutlichen morphologischen Veränderung der Zellen führen. Zunächst beginnen die 
Zellen nach ihrer Aktivierung ihre verästelten Zellfortsätze einzuziehen. Das Soma nimmt 
infolgedessen an Volumen zu. Zur gleichen Zeit nehmen die Mikrogliazellen eine amöboide, 
den peripheren Makrophagen ähnliche Form an. Dies ermöglicht ihnen, sich frei durch das 
Parenchym und auf die Quelle der Störung hin zu bewegen (Streit et al. 1999;  
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Stence et al. 2001; Lynch 2009) (siehe Abb.: 1.2). Am Ort der Störung angekommen tragen 
Mikrogliazellen durch die Phagozytose von Zellabfällen und von akkumulierten 
Zellmetaboliten zur Wiederherstellung eines physiologischen Zustandes bei. Auf diese Weise 
wirken die Mikrogliazellen als Modulatoren einer neuronalen Entzündung, der so genannten 
Neuroinflammation (Loane et al. 2015). 
 
Abbildung 1.2: Differenzierung von Mikrogliazellen: Nehmen ‚surveilling‘ Mikrogliazellen eine 
Störung der Homöostase oder einen bestimmten immunologischen Reiz wahr (gelber Pfeil), dann 
können sie ihre Zellfortsätze einziehen und eine amöboide Form annehmen. Mit diesem Phänotyp 
ist es ihnen möglich sich auf eine Störung hin zu bewegen. Dieser Prozess ist reversibel. 
1.2.2 Molekulare Einteilung der Mikroglia 
Um die gesamte Komplexität der Regulation von Entzündungs- und 
Entwicklungsprozessen im ZNS abzubilden, ist das vereinfachte Model der konventionellen 
Einteilung der Mikrogliazellen nur unzureichend geeignet. In heutiger Zeit verwendet man aus 
diesem Grund vor allem die Ausstattung der Zellen mit Markermolekülen, um ihre 
Aktivitätszustände voneinander zu unterscheiden. Man bedient sich dabei u.a. des 
Nachweises spezieller Zell-Oberflächenmarker, bestimmter sezernierter Chemokine oder von 
den Zellen gebildete reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Chhor et al. 2013; Amici et al. 2017). 
Die der konventionellen Einteilung entsprechenden ‚surveillant‘ Mikroglia können in der 
molekularen Einteilung durch ein Set von bestimmten Molekülen wie z.B. Toll-like Rezeptoren 
(TLRs), NOD-like Rezeptoren (nucleotide-binding oligomerization domain like receptors; NLRs)  
sowie „Scavenger“ Rezeptoren charakterisiert werden. Diese Moleküle versetzen die 
Mikrogliazellen in die Lage, das ZNS nach Pathogenen, Störungen und Zelldebris zu 
durchsuchen (Hanisch et al. 2007; Ransohoff et al. 2010; Ransohoff et al. 2012; Cherry et al. 
2014).  
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1.3 Die verschiedenen Aktivitätsformen von Mikroglia 
Durch die geschickte Auswahl und den gezielten Einsatz von speziellen 
Markermolekülen lassen sich neben den ‚surveillant‘ Mikroglia auch die aktivierten 
Mikrogliazellen unterschiedlichen Aktivitätsstadien zuordnen. In einem vereinfachten Modell 
werden in dieser Beziehung zwei entgegengesetzte Formen der Aktivität von Mikrogliazellen 
beschrieben. Auf der einen Seite die klassische Aktivierung, auf der anderen Seite die 
alternative Aktivierung. 
1.3.1 Klassische Aktivierung 
Werden Mikrogliazellen durch die Wahrnehmung einer Störung oder durch die 
Stimulation mit bakteriellem Lipopolysaccharid (LPS) aktiviert, so beginnen sie mit der 
Produktion von entzündungs-assoziierten Molekülen. Dazu gehören u.a. Zytokine wie der 
Tumor-Nekrose-Faktor-α (TNF-α), IL-1β, IL-12 oder Chemokine wie z.B. CCL2, CxCL9, CXCL10, 
IL-6, IFNγ, Fcγ-Rezeptoren und CD86 bzw. MHC II oder auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 
(Abd-El-Basset et al. 1995; Gordon 2003; Taylor et al. 2005; Hanisch et al. 2007;  
Sica et al. 2012; Boche et al. 2013). 
Mit Hilfe dieser Mediatormoleküle können Mikrogliazellen u.a. intrazelluläre Pathogene 
identifizieren sowie durch Antigenpräsentation eine weitere Aktivierung des Immunsystems 
initiieren und infolgedessen zu einer Beseitigung der Schädigung beitragen  
(Cherry et al. 2014; Loane et al. 2015). Mikrogliazellen, die Entzündungsprozesse im ZNS auf 
diese Weise anfachen und dadurch eine Neuroinflammation mediieren, werden als  
pro-inflammatorische oder klassisch aktivierte Mikrogliazellen bezeichnet.  
Die von den Mikrogliazellen freigesetzten Zytokine, Chemokine und reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) sind jedoch auch selbst in der Lage den Neuronen und der  
Glia-Zellmasse des ZNS zu schaden. Wird eine einmal angestoßene Entzündungsreaktion 
unkontrolliert lange anhalten, so kann dies zu einer weitgehenden Zerstörung des ZNS führen. 
Die Integrität und die Homöostase des Gehirns wären dadurch empfindlich beeinträchtigt. 
Diesem Gedanken folgend postulierten Colton et al. und Kigerl et al. (2009), dass eine einmal 
begonnene Aktivierung der Mikrogliazellen hin zu einer destruktiven, pro-inflammatorischen 
Aktivitätsform zu einer sich stetig ausbreitenden Entzündung führen müsse, wenn dieser 
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Prozess nicht unterbrochen wird (Colton 2009; Kigerl et al. 2009). Da solche sich exponentiell 
ausbreitenden Entzündungsprozesse im ZNS aber nicht der Regel entsprächen nahmen Sie an, 
dass Mikrogliazellen neben einer pro-inflammatorischen Aktivitätsform auch eine  
anti-inflammatorische Aktivitätsform haben müssen, die den destruktiven Eigenschafften 
entgegenwirken und ihnen so Einhalt gebieten können.  
 
Abbildung 1.3: Verschiebung der Differenzierung: Durch die Ko-Stimulation kann die Möglichkeit 
bestehen, die Differenzierung einer Mikrogliazelle von einer pro- hin zu einer 
anti-inflammatorischen Zelle zu verschieben. Die Kombination von Stimulationssubstanzen LPS 
(Lipopolysaccharid) bzw. IL-4 (Interleukin - 4) mit bestimmten Substanzen (Substanz X) kann zu 
einer verstärkten Reaktion oder einem shift der Aktivitätszustände führen. 
1.3.2 Alternative Aktivierung 
Ein derartiges Verhalten ist bei peripheren Makrophagen gut erforscht und beschrieben. 
Die peripheren Makrophagen sind in der Lage, auf unterschiedliche Stimuli aus ihrer 
Umgebung mit einem hohen Grad der Plastizität zu reagieren. Sie können je nach Art des 
Stimulus ihren Phänotyp und ihre Funktion der entsprechenden Umgebungssituation 
anpassen. Dadurch sind die Makrophagen befähigt, den Verlauf eines 
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Entzündungsgeschehens zu beeinflussen und die weitere Entwicklung einer Entzündung in 
eine bestimmte Richtung zu lenken. Diesen Prozess der Veränderung des angeborenen 
Immunsystems nennt man Makrophagen-Polarisation. Dabei können die Makrophagen ein 
proinflammatorisches Stadium, das oft als M1 bezeichnet wird und ein antiinflammatorisches 
Stadium, das oft als M2 bezeichnet wird, annehmen (Varin et al. 2009; Sica et al. 2012).  
 
Abbildung 1.4: Differenzielle Aktivierung von Mikroglia: In Abhängigkeit von den Signalen, die auf 
die Mikroglia wirken, differenzieren sich die Zellen entweder hin zu einer pro-inflammatorischen 
Form (klassische Aktivierung, M1) oder hin zu einer anti-inflammatorischen Form (alternative 
Aktivierung, M2). Auf diese Weise können Mikroglia wahrscheinlich zur Plastizität der 
Entzündungsentwicklung im Gehirn beitragen. (verändert nach Ransohoff und Cardona 2010; 
Kierdorf und Prinz 2013) 
In Anlehnung an das Konzept der Makrophagen-Polarisation und dem ursprünglichen 
Glauben folgend, dass es sich bei den beiden Zellpopulationen im ZNS um Derivate derselben 
Zelllinie handelte, übertrug man die Theorie der differentiellen Aktivierung auf die Mikroglia 
(Colton 2009). Die anti-inflammatorische Aktivierung der Mikroglia bezeichnete man folglich 
als alternative Aktivierung, vereinfacht M2 Mikroglia genannt. Die klassisch aktivierten 
Mikrogliazellen wurde demgegenüber verkürzt als M1 Mikroglia bezeichnet. 
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In neuerer Zeit mehren sich jedoch die Hinweise, dass dieses stark vereinfachte Model 
der Makrophagen-Polarisation nicht uneingeschränkt auf die differenzielle  
Mikroglia-Aktivierung übertragen werden kann. So basieren viele der heute anerkannten 
Theorien ausschließlich auf den Forschungen der letzten 30 Jahre an peripheren Makrophagen. 
Häufig kamen bei diesen Forschungen stark vereinfachte in vitro Experimente zum Einsatz, die 
sich nur sehr schwer auf die Dynamik anderer Zellpopulationen übertragen lassen, wie sie z.B. 
im neuronalen Modell der Mikroglia-Aktivierung vorkommen. In jüngerer Zeit werden aus 
diesem Grund vermehrt Experimente an Mikrogliazellen durchgeführt, um Licht in das Dunkel 
der differenziellen Mikroglia-Aktivierung zu bringen. Um diesem Wandel in den Ergebnissen 
der neueren Forschung Rechnung zu tragen, werden die klassisch und die alternativ 
aktivierten Mikroglia heute - einer neuen Terminologie folgend - in die Aktivitätsstadien  
M1-like bzw. M1(LPS) und M2-like bzw. M2(IL-4) eingeteilt. Zusätzlich wird dem 
Aktivitätsstatus der entsprechende Aktivitäts-Subtyp durch die Kleinbuchstaben a, b bzw. c 
benannt und die Stimulationssubstanz in Klammern angefügt (Mosser et al. 2008;  
Cherry et al. 2014; Butovsky et al. 2014; Amici et al. 2017). 
1.3.2.1 Subtypen der alternativen Aktivierung 
Allen alternativ aktivierten M2-like Mikroglia ist gemeinsam, dass sie Mediatoren oder 
Rezeptoren exprimieren, die in der Lage sind Entzündungsprozesse zu unterdrücken bzw. zu 
reparieren und so den Körper vor den destruktiven Eigenschaften des Immunsystems zu 
schützen (Varin et al. 2009). In Abhängigkeit von der jeweils durchgeführten Aufgabe nehmen 
Mikrogliazellen eine Vielzahl verschiedener Unterformen der alternativen Aktivierung an. Um 
diese Subtypen zu charakterisieren und voneinander zu unterscheiden, bedient man sich 
verschiedener molekularbiologischer Techniken. Zum einen werden die Aktivitätszustände 
der Mikrogliazellen anhand der Substanzen unterschieden, durch die sie hervorgerufen 
werden, zum andern Unterscheidet man die Mikroglia Subtypen mit der Benennung 
derjenigen Markermoleküle, die die Zellen in den verschiedenen Aktivitätszuständen 
exprimieren.  
Bei der Identifikation der Subtypen durch die Verwendung von bestimmten 
Stimulationssubstanzen kommt - in Anlehnung an die ersten Versuche zur Makrophagen-
Polarisation durch Stein et al. (1992) - das Zytokin Interleukin-4 (IL-4) zum Einsatz. Stein und 
Einleitung  12 
 
seine Kollegen beobachteten, dass periphere Makrophagen nach der Stimulation mit  
IL-4 einen Mannose-Rezeptor exprimierten. Dies entsprach einem neuen, zuvor nicht 
beschriebenen Typ von aktivierten Makrophagen. Makrophagen, die eine solche 
Rezeptorausstattung aufwiesen, wurden folglich als ‚alternativ aktivierte‘ Makrophagen 
bezeichnet (Stein et al. 1992).  
Bei Mikrogliazellen initiiert IL-4 die Zellaktivierung durch Bindung an seinen Rezeptor IL-4Rα. 
Dieser bildet nach der Bindung von IL-4 ein Heterodimer mit entweder der Gamma-Kette  
γC oder mit der IL-13Rα1 Untereinheit, der Bindungsstelle für Interleukin 13 (IL-13). Nach der 
Heterodimerisierung entsteht entweder der Typ 1 Rezeptor (IL-4Rα/γC) oder der  
Typ 2 Rezeptor (IL-4Rα/IL-13Rα1). In beiden Fällen kommt es durch eine Phosphorylierung 
von Tyrosinkinasen am intrazellulären Teil des IL-4Rα zu einer Aktivierung des  
Jak-STAT Signalweges. Über diesen können die Liganden IL-4 bzw. IL-13 die Expression von  
IL-4/IL-13 abhängigen Genen initiieren und modulieren (Ferreira et al. 2014) (siehe Abb. 1.5).  
Als Folge dieser Aktivierung beginnen Mikrogliazellen mit der Expression von mit  
anti-inflammatorischen Prozessen assoziierten Molekülen, wie z.B Arg1, CD206, YM1 oder 
Fizz1. Gleichzeitig kann die Expression von an der Phagozytose beteiligten Rezeptoren erhöht 
oder die Expression von nuclear factor κB (NFκB) Isoformen reduziert werden, was zu einer 
Abnahme des Entzündungsausmaßes führt (Gordon 2003; Taylor et al. 2005; Colton 2009; 
Gadani et al. 2012; Sica et al. 2012). Diese Art der Aktivierung wird als  
M2a(IL-4) bezeichnet und mit der Unterdrückung von Entzündungsprozessen, der Reparatur 
von geschädigtem Gewebe und der Stimulation von Zellwachstum in Verbindung gebracht. 
Werden Makrophagen mit Interleukin-10 (IL-10), Glucocorticoiden oder durch die Aufnahme 
von apoptotischem Zellmaterial stimuliert, nehmen sie einen als M2c(X) bezeichneten 
Phänotyp an, wobei das X die jeweilige Stimulationssubstanz kennzeichnet. Dieser Phänotyp 
zeichnet sich dadurch aus, dass er in Prozessen der Gewebsneuorganisation und bei der 
Narbenbildung nach Entzündungsprozessen involviert ist. Durch den Nachweis von CD163, 
CD206, TGF-β und SPhK-1 lässt sich das Vorhandensein dieses Subtyps nachweisen 
(Mantovani et al. 2004; Martinez et al. 2008; Loane et al. 2015).  
Einem dritten Subtyp, als M2b bezeichnet, wird eine Mediatorrolle der alternativen 
Zellaktivierung zugewiesen (Cherry et al. 2014). Stimuliert durch  
Toll-like Rezeptoren oder Immunkomplexe lassen sich Zellen dieses Subtyps weder eindeutig 
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der alternativen noch der klassischen Aktivierung zuordnen. Die Zellen dieses Subtyps weisen 
vielmehr Merkmale beider Aktivitätsformen auf und exprimieren sowohl M1-like als auch  
M2-like Oberflächenmarker. 
 
Abbildung 1.5: Schema der IL-4 und IL-13 Rezeptoren; IL-4 kann an zwei Rezeptortypen binden 
(IL-4 R Typ 1 / IL-4 R Typ 2) und die Expression entsprechender IL-4 abhängiger Gene über eine 
JAK/STAT Signaltransduktionskaskade beeinflussen. An den Typ 2 Rezeptor kann ein  
IL-13/IL-13Ra1 Komplex binden. Auf diese Weise beeinflusst auch IL-13 die Expression von IL-4 
abhängigen Genen. Ob es eine Verstärkung des Expressionsstimulus durch diese doppelte 
Stimulation gibt, ist bislang ungeklärt (verändert nach Ferreira et al. 2014) 
Die Ermittlung eines allgemeingültigen Markermoleküls oder eines Sets von 
Markermolekülen zur eindeutigen Identifizierung von differenziell aktivierten Mikroglia ist bis 
heute Gegenstand der Forschung und der aktuellen wissenschaftlichen Diskussion. Bei der 
Analyse von an Mäusen, an Ratten oder an menschlichen Mikrogliazellen durchgeführten 
Experimenten wird jedoch klar, dass ein Großteil der zur Identifizierung verwendeten 
Markermoleküle nicht bei allen Modellorganismen konserviert ist (Raes et al. 2005;  
Cherry et al. 2014; Lively et al. 2018). Es stellt sich demnach als sehr kompliziert heraus, 
Markermoleküle, die in einem bestimmten Aktivitätszustand wirksam sind bzw. die in dem 
einem Modell Gültigkeit besitzen, auf ein anderes Modell zu übertragen. Abgesehen davon 
lassen sich eine Vielzahl der aus in vivo Experimenten gewonnenen Erkenntnisse über 
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Markermoleküle nicht ohne weiteres auf diejenigen aus in vitro Experimenten gewonnenen 
Ergebnisse übertragen (Novak et al. 2013). 
Die Oberflächenmarkerprofile und der Phänotyp einer Zelle innerhalb einer Zellpopulation 
sind zudem stark vom bestehenden Aktivitätszustand der Zellen, von ihrem Alter und von ihrer 
Umgebung abhängig (Norden et al. 2014; Loane et al. 2015).  
1.3.2.2 Aktivitäts- bzw. Subtypen-switch 
Um dem eingangs erwähnten destruktiven Potential von klassisch aktivierten 
Mikrogliazellen entgegenzuwirken und damit eine weitere Schädigung des ZNS zu verhindern, 
erscheint es bei einem therapeutischen Ansatz notwendig die Zellen in eine alternative 
Aktivitätsform zu überführen; d.h. einen switch der Aktivitätsform bzw. des Subtyps 
vorzunehmen.  
Ein Molekül, das über ein derartiges Potential verfügt, ist der trefoil factor 3 (TFF3). Es handelt 
sich dabei um eines von drei bei Säugetieren bekannten Molekülen aus der trefoil-Familie 
(TFF1, TFF2 und TFF3), die durch eine an ein Kleeblatt erinnernde Dreipass-Struktur 
gekennzeichnet sind (Itoh et al. 1996; Thim 1997; Muskett et al. 2003).  
Es konnte gezeigt werden, dass TFF3 in den verschiedensten Organsystemen wie z.B. der 
gastrointestinalen Schleimhaut, den Atemwegen, dem Pankreas, den Speicheldrüsen, in 
chronisch entzündeten und heilenden Geweben sowie im ZNS der Säugetiere vorkommt 
(Probst et al., 1996; dos Santos Silva et al., 2000; Jagla et al., 2000; Schwarz et al., 2001;  
Hinz et al., 2004; Rösler et al., 2010; Guppy et al., 2012; Wu et al., 2014).  
In der Arbeit von Arnold und Rickert et. al. wurde gezeigt, dass bei Ratten der TFF3 innerhalb 
des ZNS von primären Ratten Astrozyten gebildet und von diesen in den Interzellularraum 
sezerniert wird (Arnold und Rickert et al. 2016). Aus der Kombination der Beobachtung, dass 
Astrozyten die Entzündungsprozesse im Gehirn modulieren können und dass TFF3 im GIT  
anti-inflammatorische Effekte aufweist, lässt sich ableiten, dass TFF3 auch im ZNS einen 
modulierenden Einfluss auf die Aktivitätszustände der Mikroglia haben kann  
(Vincent et al. 1997; Hoffmann et al. 2001; Deng et al. 2010). Darüber hinaus bestätigen die  
in cellulo Untersuchungen von Arnold und Rickert et. al., dass die TFF3 pre-Inkubation von mit 
LPS stimulierten Mikrogliazellen zu einer signifikanten Abnahme von mit der klassischen 
Aktivität verknüpften Molekülen assoziiert ist. Außerdem lassen sich durch alleinige 
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Stimulation mit TFF3 keine signifikanten Effekte erzielen. Deshalb erscheint es nach Arnold 
und Rickert et al. möglich, dass TFF3 als Mediator für einen Aktivitäts- bzw. Subtypen-switch 
von der klassischen hin zur alternativen Aktivierung wirkt (Arnold und Rickert et al. 2016). 
1.4 Fragestellung der Dissertation 
Die Anpassung der Methodik und des Vorgehens zur Identifizierung von differenziell 
aktivierten Mikrogliazellen sowie die Verbesserung des allgemeinen Verständnisses der 
differenziellen Aktivierung von Mikrogliazellen sind die Zielsetzung dieser Dissertation.  
Dementsprechend sollte der am Anatomischen Institut der Christian-Albrechts-Universität 
verwendete Studienaufbau zur Identifizierung von potenziell neuroprotektiven Substanzen 
um die Möglichkeit der Detektion einer Verschiebung der Entzündungsreaktion von pro- zu 
anti- inflammatorisch erweitert werden. Erreicht werden sollte die Etablierung eines 
Standardsets an Markermolekülen zur Identifizierung von IL-4 (M2a) stimulierten primären 
Ratten-Mikroglia.  
Zu diesem Zweck wurden mittels Analyse verschiedener Datenbanken zunächst potenzielle 
Markergene ausgewählt. In einem ‚unbiased‘ qPCR Ansatz sollte daran anschließend auf die 
Aktivität der Expression dieser potenziellen Markergene geschlossen werden. Die Zellen 
wurden hierzu für unterschiedlich lange Zeiträume mit Lipopolysaccharid (LPS) bzw. 
Interleukin-4 (IL-4) stimuliert. 
Um das Expressionsverhalten einzelner Gene genauer bestimmen zu können, wurde ein 
Set von vielversprechenden Genen aus dem ‚unbiased‘ qPCR Ansatz ausgewählt. Diese Gene 
wurden in einzelnen qPCR Experimenten weiter untersucht, um deren Expressionsverhalten 
zu analysieren. 
Um darüber hinaus Aussagen über eine mögliche Beeinflussung der Expression dieser 
Gene durch die Wirkung von potenziell anti-inflammatorischen Stimulantien zu treffen, 
wurden die Zellen mit Trefoil Factor 3 co-stimuliert. 
 




Die für die Durchführung dieser Arbeit bzw. die für die angewendeten Methoden 
benötigten primären Mikrogliazellen wurden aus 1-3 Tage alten Ratten (Rattus norvegicus) 
des Stammes Sprague Dawley isoliert. Die Tiere wurden im Viktor-Hensen-Tierhaus der  
Christian-Albrechts-Universität zu Kiel unter Einhaltung der ethischen Vorgaben unter 
Standardbedingungen zu Forschungszwecken gezüchtet und gehalten.  
2.2 Chemikalien  
Chemikalien: Bezugsquellen:    
Agarose Roth 
Ampicillin Merck 
Azeton  Carl Roth  
Chloroform  Carl Roth  
dNTPs (100 mM) Fermentas 
Dulbecco's Modified Eagle Medium  Serva  
Dulbecco's PBS (Ca2+ und Mg2+ frei)  PAN Biotech  
EDTA  Carl Roth  
Essigsäure  Carl Roth  
Ethanol (unvergällt) Roth 
Ethanol (vergällt) Roth 
Ethidiumbromid (50 mg/ml) Roth 
Formamid Merck 
GeneRuler DNA Ladder Mix Fermentas 
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Glukose Merck 
Glutaraldehyd  Merck Schuchard  
Glycerol Roth 
Glycin  Appli Chem  
Glykogen  Sigma  





Isopropanol  Carl Roth  
L-Glutamin  Pan Biotech  
LPS (Salmonella typhimurium) Sigma-Aldrich 
Methanol  Carl Roth  
Natriumchlorid Roth 
Natriumhydrogencarbonat Roth 
Natronlauge (NaOH)  Carl Roth  
Paraformaldehyd Roth 
Penicillin/Streptomycin  Pan Biotech  
Phenol Merck 
QIAzon Lyse Reagenz  Qiagen™ 
RNase freies Aqua Bidest Millipore Merck 
Salzsäure (37 %ig) Roth 
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TEMED  Carl Roth  
TRIS  Carl Roth  
Trizol  Quiagen 
Trypanblau-Lösung (0,4%ig)  Sigma  
Trypsin  Sigma  
Tween 20  Carl Roth 
2.3 Puffer und Lösungen 
Lysepuffer (DNA-Isolierung)  100 mM EDTA, 1 % SDS, 100 mM Tris-HCl, 
 (pH 8.0) 
Taq DNA Polymerase Puffer (10x)  GE Healthcare 
2.4 Medien 
Dissoziationslösung  0,024 g HEPES; 0,02 g Trypsin;  
0,002 g EDTA; 35 µl DNase (1 mg/ml) / 
3 ml Dissoziationslösung, ad 10 ml 
DMEM (4,5g Glucose /l) 
Kulturmedium für Mikroglia  500 ml DMEM (4,5 g Glucose / l;  
4 nM L-Glutamin), 60 ml FKS (bei 44-53°C 
30 Minuten inaktiviert), 5 ml L-Glutamin 
(200 mM), 6 ml Penicillin (10.000 U/ ml), 
Streptomycin (10 mg/ml PBS) 
Stimulationsmedium für Mikroglia  500 ml DMEM (4,5 g Glucose / l,  
4 nM L-Glutamin); 60 ml FKS (bei 56°C  
30 Minuten inaktiviert); 6 ml Penicillin 
(10.000 U / ml), Streptomycin (10 mg/ml 
PBS)  
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2.5 Oligonukleotide (Primer) 
Tab. 2.2: Verwendete Oligonukleotide. 
NAME: SEQUENZ (5’ - 3’) 
Tm 
[°C] 
MB_MRC1_F GGCTGATTACGAGCAGTGGA 59,8 
MB_MRC1_R CGGGGTCACCTTTCAACTCA 59,9 
MB_Chi3L1_F GCCTGACAGATTCAGCAATGT 57,9 
MB_Chi3L1_R CTATGTACTTCAGCTCCTCTG 57,9 
MB_IGF-1_F CGTACCAAAATGAGCGCACC 60,1 
MB_IGF-1_R CCTTGGTCCACACACGAACT 60,1 
MB_FcγR2b_F TTCCGAAGGCTGTGGTGAAA 59,8 
MB_FcγR2b_R TGTAGTTGGCTTGGGCTTGA 59,5 
 
 
Eukaryotische 18S-rRNA   Hs99999901_s1  
induzierbare NO-Synthase (ROS)    Rn00561646_m1  
2.6 Kits 
RT² First Strand Kit (12)  Qiagen™ 
RT² SYBR® Green ROX™  Qiagen™ 
RT² Profiler qPCR Array™ Custom  Qiagen™ 
5x HOT FirePol® EVA Green qPCR Supermix  Solis Biodyne 
d-NTP-Mix (10 nm)   5 Prime  
TaqMan® Universal PCR Mastermix   Life Technologies GmbH 
 
Material  20 
 
DNase-Kit:  Promega,USA: 
RQ1 RNase-freie DNase  
RQ1 RNase-freie DNase 10x 
Reaktionspuffer  
RQ1 Stopplösung (25mM EDTA)  
Random Hexamer Primer  Thermo Scientific, USA  
2.7 Geräte 
PCR-Maschinen (Thermocycler): 
ABI Prism 7500 Fast Real-Time PCR System  Applied Biosystems 
GeneAmp® PCR System 2400  Perkin Elmer 
GeneAmp® PCR System 9700  Perkin Elmer 
Elektrophoresegeräte: 
Gelkammer Spannungsquelle Model 1000/500   Bio-Rad 
Gelkammer Model B  PeqLab 
Inkubatoren / Schüttler: 
Hera Cell 150  Heraeus 
Hera Cell  Heraeus 
INCO 2 153  Memmert 
Schüttler Ro-10  Gerhardt 
Thermomixer Compakt  Eppendorf 
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UV-Geräte: 
Fusion SL Vilber Lourmat   Vilber Lourmat 
Photometer und Küvetten: 
96-well-Platten Photometer EAR 340 ATTC  SLT Laborinstrumente Austria 
Epoch Spectral-Photometer  BioTek 
Take3-Multi-Volume-Plate  BioTek 
Zentrifugen: 
Centrifuge 5415 R   Eppendorf 
Centrifuge 5430  Eppendorf 
Centrifuge 5804 R   Eppendorf 
Micro Cenrifuge IR  Roth 
MiniSpin  Eppendorf 
Mikroskope / Binokulare: 
Binokular STEMI SV8  Carl-Zeiss 
Licht-Wilovert  Hund 
Weitere Gerätschaften: 
Feinwaage BP 211 D  Sartorius 
Gefrierschrank –20 °C   Siemens, Bosch 
Gefrierschrank –80 °C   Heraeus Instruments 
Kühlschrank +4 °C   Siemens 
Millipore Synergy UV  Merck 
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Neubauer Zählkammer  Carl-Roth 
pH-Meter 763 Multi-Calimatic   Knick 
Präzisionswaage BP 610  Sartorius 
REAX 2000  Heidolph 
Sicherheitswerkbank HERASafe®  Heraeus Instruments 
Thermoblock TDB-120  Thermostat 
Thermomix compact  Eppendorf 
Vortex Genie 2   Scientific Industries 
2.8 Verbrauchsmaterialien 
6-Well-Mikrotiterplatten   Sarstedt 
12-Well Mikrotiterplatten   Sarstedt 
96-Well PCR Mikrotiterplatten   Sarstedt 
Mikroreaktionsgefäße (200, 500, 1500 µl)   Sarstedt 
Multiply Reaktionsgefäße (200 μl)   Sarstedt 
Reaktionsgefäße (1,5ml, 50ml)   Sarstedt 
Zentrifugenröhrchen (10ml, 50ml)   Sarstedt 
Gewebekulturschälchen (60 x 15 mm)   Sarstedt 
Zellschaber (steril)   Sarstedt 
75m2-Zellkulturflaschen mit Filterdeckel   Sarstedt 
Deckgläser (26 x 26 mm)   Carl Roth 
Objektträger (26 x 76 mm)  Carl Roth  
Pipettenspitzen, 2,5 – 1000 µl  Sarstedt 
Serologische Pipetten 2 – 10 ml  Sarstedt 
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Pasteurpipetten   Sarstedt 
2.9 Software 
Bildbearbeitung:   Adobe Photoshop cs6 
Adobe Illustrator cs6 
qPCR Analyse:   ABI Prism 7500 fast Version 2.0.6. 
Applied Biosystems  
qPCR conversion tool Qiagen™ 
Sequenzanalyse:    DNAMAN4.15 
mRNA-Messung:   Gen5™ Biotek® 
Text- & Datenbearbeitung:   Microsoft Office 365 Pro Plus 
Literaturverzeichnis:   Mendeley 




Google scholar http://www.Google.de 
Qiagen™ Data Analysis Center http://www.sabiosciences.com/ 
dataanalysis.php 
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3 Methoden 
3.1 Gewinnung primärer Mikrogliazellen 
3.1.1 Isolation und Anzucht von Mikrogliazellen aus Rattus norvegicus 
Entsprechend der Methode von McCarthy (1980) und modifiziert nach  
Saura et al. (2003) wurden 10 bis 12 Ratten post-partum im Entwicklungsstadium P1-P3 zur 
Isolierung der Mikroglia ausgewählt. Nach deren Dekapitation wurden die Zerebra stumpf aus 
den Kranien herauspräpariert und in Kulturschälchen mit 1% Penicillin/Streptomycin 
beimpftem DPBS überführt. Unter dem Binokular wurden die Kortizes und die Mesenzephali 
vom restlichen Gehirn getrennt, von den Meningen befreit und in jeweils eigenen 
Gewebekulturschalen gesammelt. Der Rest der Zerebra wurde verworfen. Nach zweimaligem 
Waschen der Gehirnanteile mit je 12 ml DPBS erfolgte deren mechanische Zerstückelung. 
Anschließend wurden je 4 - 5 Kortex Gewebestücke und 5 – 6 Mesenzephali Gewebestücke 
verschiedener Zerebra in jeweils 10 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Durch die Zugabe von 
3 ml trypsinhaltiger Dissoziationslösung sowie 35 µl DNase I und anschließender Inkubation 
bei 37°C für 30 Minuten unter 8,3% CO2-Atmosphäre erfolgte die Mazeration der Gewebe. 
Zum Abstoppen der Trypsinaktivität wurde den Zellen nach Abnahme der Überstände 2 ml  
FKS-haltiges Zellkulturmedium mit 50 µl DNase zugefügt. Durch Resuspension wurden die 
Zellen weiter vereinzelt und anschließend in 50 ml Zentrifugenröhrchen vereinigt.  
Aus diesen Zellkonglomeraten wurden die Zellen aus jeweils ca. 2 Kortizes oder  
2 Mesenzephali in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und dieses dann in  
75 cm² Zellkulturflaschen überführt. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37°C unter 
8,4% CO2-Atmosphäre. Der Wechsel des Kulturmediums erfolgte alle 48h. 
3.1.2 Ernte gezüchteter Mikrogliazellen 
Nachdem sich in den Zellkulturflaschen nach ca. 9 - 10 Tagen ein konfluenter Astrozyten-
Zellrasen gebildet hatte, wurden die Mikrogliazellen geerntet. Dazu schwenkte und schüttelte 
man die 75 cm² Zellkulturschalen, wodurch sich die Mikroglia aus dem Zellverband lösten und 
frei im Medium flottierten. Die Mikroglia enthaltenden Zellkulturüberstände wurden in 50 ml 
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Zentrifugenröhrchen gesammelt. Zentrifugation bei 1000 x g für 5 Minuten trennte die 
Mikroglia vom Überstand. Der Überstand wurde verworfen. Die Zellpellets wurden in 
Kulturmedium resuspendiert und die Mikroglia aus den Kortizes mit denen aus den 
Mesenzephali vereint.  
Zur Bestimmung der Zelldichte wurden der Zellsuspension 10 µl entnommen und mit 
10 µl Trypanblau-Lösung vermengt. Da Trypanblau nicht membrangängig ist, färbten sich nur 
avitale Zellen mit gestörter Membranintegrität blau. Die vitalen Zellen ließen sich in einer 
Neubauer-Zählkammer unter dem Lichtmikroskop auszählen.  
3.1.3 Aussaat von Mikrogliazellen zur Stimulation 
Um für die Analyse der Genexpression von Mikroglia mittels qPCR genügend mRNA zu 
Verfügung zu haben, züchtete man die Zellen in einer Dichte von einer Million Zellen pro Well 
einer 12 Well-Mikrotiterplatte an. Bis zur Zelladhärenz ruhten die Zellen anschließend bei 37°C 
für 24 Stunden unter 8,4% CO2-Atmosphäre im Brutschrank. 
3.2 Stimulation von primären Mikrogliazellen 
Nachdem die Zellen in den 12 Well-Mikrotiterplatte angewachsen waren, wurden die 
Überstände abgenommen, verworfen und durch 1 ml Kulturmedium, das mit der 
Stimulationssubstanz versetzt war, ersetzt. Die Stimulationssubstanzen, die Konzentrationen 
und die jeweiligen Stimulationszeiten richteten sich nach dem Versuchsaufbau  
(Tabelle 3.1). Die stimulierten Zellen wurden bei 37°C und unter 8,4% CO2-Atmosphäre im 
Brutschrank kultiviert.  
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# - Qiagen RT² Profiler™ Platten; x - Einzelplattenversuche 
3.3 RNA-Isolation 
Um die zur Herstellung der cDNA benötigte RNA aus den stimulierten Mikrogliazellen zu 
isolieren, kamen zwei verschiedene Methoden zur Anwendung. Für den Einsatz der cDNA in 
Versuchen mit den RT² Profiler 96-well Platten von Qiagen™ wurde die RNA mit dem 
NucleoSpin® Mini Kit von Macherey-Nagel aufgereinigt. Die cDNA für den Einsatz in 
Einzelplatten-Versuchen stammte von RNA, die mithilfe der von Chomczynski und Sacci im 
Jahre 1987 beschriebenen Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert wurde (Chomczynski 1987; 
Chomczynski und Sacchi 2006). In beiden Versuchsansätzen wurden jeweils zwei Wells, die 
auf dieselbe Art stimuliert waren, nach der Lyse der Zellen vereinigt. So stammte die isolierte 
RNA aus 2 Millionen Zellen, womit höhere RNA-Konzentrationen erreicht werden konnten. 
Tab. 3.1: Stimulationssubstanzen, -konzentrationen und -zeiten 
Substanzen Menge 4 h 6 h 8 h 12 h 24 h 
       
Kontrolle  #  x #  x #  x #  x #  x 
LPS (SalTy) 5 ng #  x #  x #  x #  x #  x 
IL-4 50 ng #  x #  x #  x #  x #  x 
IL-13 25 ng     x     x     x     x     x 
IL-4 + IL-13 50 ng + 25 ng     x     x     x     x     x 
LPS + TFF3 5 ng + 50 ng     x     x     x     x     x 
IL-4 + TFF3 50 ng + 50 ng     x     x     x     x     x 
IL-13 + TFF3 25 ng + 50 ng     x     x     x     x     x 
IL-4 + IL-13 + TFF3 50 ng + 25 ng + 50 ng     x     x     x     x     x 
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3.3.1 RNA-Isolation mit dem NucleoSpin® Mini Kit 
Um mögliche Verunreinigungen durch das bei der Phenol-Chloroform-Extraktion von 
RNA zum Einsatz kommende QIAzol Lysis Reagent™ zu vermeiden und eine dadurch bedingte 
Beeinträchtigung des sensiblen Reaktionssystems der RT² Profiler 96-well™ Platten zu 
verhindern, kam das NucleoSpin® Mini Kit von Macherey-Nagel zum Einsatz. 
Nach Herstellerangaben, die für diese Arbeit verändert wurden, wurden die stimulierten 
Zellen zunächst zweimalig mit je 1 ml PBS gewaschen. Das anschließende Ablösen der 
adhärenten Zellen vom Boden des Kulturschälchens erfolgte durch die Zugabe von 0,3 % 
Trypsin in 1 ml PBS. Die Überstände wurden jeweils verworfen. Durch Abkratzen mit einem 
sterilen Spatel und anschließendem Durchmischen mit einer Pipette lösten sich die Zellen aus 
den Kulturschälchen und ließen sich in Mikroreaktionsgefäße überführen. Nach der 
Vereinigung von Zellsuspensionen zweier gleich stimulierter Wells in einem 
Mikroreaktionsgefäß trennten sich die schwereren Zellbestandteile inklusive der RNA durch 
Zentrifugation für 5 Minuten bei 300 x g vom Überstand. Dieser wurde verworfen und durch 
350 µl RA-1 Puffer mit 3,5 µl β-Mercaptoethanol ersetzt. Durch kurzes Mischen löste sich das 
Zellpellet und die Lyse der Zellen wurde beschleunigt. Eine einminütige Zentrifugation bei 
11.000 x g über den violetten NucleoSpin™ Filter reinigte das Zelllysat anschließend von 
größeren Zellbestandteilen. Nach der Zugabe von 350 µl 70% EtOH und Mixen durch auf- und 
abpipettieren ließ sich das Filtrat auf die Silikamembran eines blauen NucleoSpin™ Filters 
geben. Während das Filtrat diesen Filter durch Zentrifugieren für 30 Sekunden bei 11.000 x g 
passierte, band die RNA an die Silikamembran. Die folgende Zugabe von 350 µl MDB und 
anschließende Zentrifugation für eine Minute bei 11.000 x g entsalzte die Membran. Durch 
die Inkubation der Membran mit 95 µl DNase für 15 Minuten bei RT wurden DNA Reste 
beseitigt, die sich noch im Filter befanden. Anschließendes sukzessives Waschen der 
Membran mit 200 µl RAW-2 bzw. 600 µl RA-3 und intermittierender Zentrifugation für je  
30 Sekunden bei 1000 x g reinigte die Membranen. In einem vorletzten Schritt trocknete die 
Membran durch die Zugabe von 250 µl RA-3 und Zentrifugation für 2 Minuten bei 11.000 x g. 
Die RNA ließ sich abschließend durch die Zugabe von 25 µl RNase freiem Millipore™ Wasser 
und Zentrifugation für eine Minute bei 11.000 x g aus der Membran lösen und in einem 
Mikroreaktionsgefäß sammeln. Auf diese Weise ließen sich in einem Gesamtvolumen von  
25 µl RNA Konzentrationen von 120 - 250 ng/µl erzielen. 
Methoden  28 
 
3.3.2 RNA-Isolation durch Phenol-Chloroform-Extraktion 
Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion wurden die stimulierten Zellen nach zweimaligem 
Waschen mit DPBS zunächst in 800 µl QIAzol Lysis Reagent™ aufgenommen. QIAzol, ein 
Gemisch aus Guanidiniumthiocyanat und Phenol, lysierte die dem Boden der 12-Well 
Kulturschalen anhaftenden Mikrogliazellen, wodurch sie sich mittels eines sterilen Spatels 
vom Untergrund ablösen ließen. Nach mehrmaligem Durchmischen wurden die 
Zellfragmentsuspensionen zweier Wells, die mit denselben Stimulationsbedingungen 
behandelt waren, vereinigt, in 2 ml Mikroreaktionsgefäße überführt und für 5 Minuten bei RT 
inkubiert. Durch die Zugabe von 200 µl Chloroform mit nachfolgendem Schütteln für  
15 Sekunden mischten sich die verschiedenen Bestandteile der Suspension. Im Anschluss an 
eine weitere 2 – 3 - minütige Inkubation bei RT erfolgte eine Zentrifugation bei 12.000 x g und 
6 °C. Dabei trennte sich die Suspension in verschiedene Phasen auf. In der unteren,  
phenol- und chloroformhaltigen, organischen Phase und in der mittleren Interphase 
sammelten sich die denaturierten Proteine sowie die DNA. Aufgrund des sauren pH-Wertes 
des Lyse-Reagenz‘ setzte sich die RNA in der oberen wässrigen Phase ab. Diese wurde in ein 
neues Mikroreaktionsgefäß überführt. Nach der Zugabe von 1 µl Glykogen sowie 500 µl 
Isopropylalkohol und anschließendem Mischen erfolgte eine Inkubation von 10 Minuten bei 
RT. Während der folgenden 10 - minütigen Zentrifugation bei 12.000 x g und 6 °C lagerte sich 
die RNA als Pellet am Boden des Mikroreaktionsgefäßes ab. Das Waschen des Pellets mit 1 ml 
75% EtOH befreite die RNA nach dem Verwerfen des Überstandes von Rückständen der 
vorangegangenen Prozedur. Erneutes Mischen und 5 - minütiges Zentrifugieren bei 7600 x g 
und 6 °C konzentrierte die RNA erneut am Boden des Mikroreaktionsgefäßes. Das Pellet 
trocknete nach dem erneuten Verwerfen des Überstandes bei RT, bevor es in 25 µl  
RNase- freiem Millipore™ Wasser resuspendiert wurde. Nach letztmaligem 10 - minütigem 
inkubieren bei 57 °C und kurzem Zentrifugieren bei 5000 x g bei RT ließen sich in einem 
Gesamtvolumen von 25 µl RNA Konzentrationen von 80 - 150 ng/µl erzielen. 
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3.4 Nukleinsäure-Konzentrationsbestimmung 
Um die Konzentration von sich in Lösung befindlichen Nukleinsäuren genau bestimmen 
zu können, kam das Gerät Epoch® der Firma BioTek zum Einsatz.  
Dabei wurden zur Kalibrierung je 2 µl RNase freies Millipore™ Wasser auf die Felder A1 und 
A2 einer Take3-Muli-Volume-Plate™ gegeben. Die zu testenden Proben trug man auf den 
folgenden Feldern B1 bis H2 auf. Nach dem Verschluss der Take3-Muli-Volume-Plate™ wurde 
diese in den Epoch®-Tray geladen und die Software Gen5™ Version 1.10.8 gestartet. Das Gerät 
maß die Extinktion der Probe bei der RNA- und DNA-spezifischen Absorption von  
260 nm. Um eine Verunreinigung der Proben, die gemessen wurden, durch möglicherweise 
vorhandene Aminosäuren auszuschließen, wurden die Proben zudem mit der für manche 
Aminosäuren spezifischen Absorption bei 280 nm gemessen. Der Quotient aus der Absorption 
bei 260 nm und bei 280 nm gab Aufschluss über den Reinheitsgrad der Probe. So 
repräsentierten Quotienten von 1,8 und 2,0 eine reine DNA-, bzw. RNA-Probe. 
Nach der Konzentrationsbestimmung konnte die RNA bei -70°C zur späteren Verfügung 
eingelagert oder direkt folgenden Experimenten zugeführt werden. 
3.5 cDNA-Synthese 
Um die isolierte RNA in der qPCR einsetzen zu können, musste sie zuvor in die 
komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Zu diesem Zweck kam eine Reverse 
Transkriptase (RT) zum Einsatz, ein Enzym, das ursprünglich aus Retroviren stammt. Die 
Reverse Transkriptase nutzt dabei die mRNA als Matrize, um einen komplementären  
DNA-Strang zu synthetisieren.  
In den folgenden Experimenten kamen zwei unterschiedliche Kits zur Synthese der cDNA zur 
Anwendung. Die für die Versuche mit dem RT² Profiler qPCR Array™ benötigte cDNA wurde 
unter Zuhilfenahme des RT² First Strand cDNA Synthese Kit™ hergestellt. Für den Einsatz in 
den Einzelplattenversuchen wurde die cDNA mit Hilfe des Random Hexamer Kits™ erzeugt.  
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3.5.1 Synthese mit dem RT² First Strand cDNA Synthese Kit 
Die für den Einsatz mit dem RT² Profiler Custom qPCR Array™ (CAPR12559; Qiagen™) 
benötigte cDNA wurde gemäß den Angaben im folgenden Protokoll (Tabelle 3.2) synthetisiert. 
Um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen, betrug die eingesetzte mRNA-Menge jeweils 1,5 µg 
pro Probe. Auf diese Art und Weise ließ sich pro Ansatz ein Endvolumen von 55,5 µl cDNA 
synthetisieren.  
  
Methoden  31 
 
Tab.: 3.2 RT² First Strand cDNA Synthese Kit™ (Qiagen™) 
 
  
Vorzubereitendes Material:   Lagerung bei: 
   
» Proben RNA (1,5µg RNA pro Probe und pro 96-well-Platte) -70 °C 
» GE Puffer (genomic DNA elimination) -20 °C 
» 5x BC3 Puffer -20 °C 
» RE3 Reverse Transcriptase Mix -20 °C 
» P2 Kontrolle -20 °C 
» RNase freies Wasser  -20 °C 
       
 
Protokoll: Menge: Zeit: Temperatur: 
       
» auftauen der Reaktionslösungen     25 
 
°C 
» mischen & kurz zentrifugieren   15 – 30 sec   
       
» Ansatz des DNA elimination mix (1x pro Probe)       
Proben RNA 1,5 µg     
GE Puffer 1,0 µl     
RNase freies Wasser (auffüllen auf 10 µl) X µl     
Gesamtvolumen 5 µl     
       
» Ansatz durch auf und ab pipettieren mixen       
» kurz zentrifugieren       
» DNA elimination mix inkubieren    5 min 42 °C 
» sofort auf Eis geben   mind. 1 min   
       
» Ansatz des Reverse Transcriptase mix (1x)        
5x BC3 Puffer 2 µl     
P2 Kontrolle 0,5 µl     
RE3 Reverse Transcriptase Mix 1 µl     
RNase freies Wasser 1,5 µl     
Gesamtvolumen 5 µl     
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Pro eingesetzter Probe wurde ein (1x) Reverse Transkriptase mix™ benötigt. Für den 
Ansatz einer Reaktionslösung für mehrere Proben wurden Mastermix Ansätze entsprechend 
der in Tabelle 3.3 angegebenen Werte verwendet. 




Protokoll: Menge: Zeit: Temperatur: 
       
» gebe zu jedem DNA elimination mix (pro Probe)       
5 µl des Reverse Transcriptase mix       
» durch auf und ab pipettieren mixen       
» inkubieren   15 min 42 °C 
» danach sofort die Reaktion stoppen   5 min 95 °C 
» füge jedem Ansatz RNase freies Wasser hinzu  45,5 µl     
» durch auf und ab pipettieren mixen       
» Proben auf Eis geben       
       
» Mit qPCR Protokoll fortfahren        ODER        
» Proben einfrieren     -20 °C 
Ansatz des Reverse Transcriptase mix™: 1x 2x 4x 6x 
         
5x BC3 Puffer 2 µl 4 µl 8 µl 12 µl 
P2 Kontrolle 0,5 µl 1 µl 2 µl 3 µl 
RE3 Reverse Transcriptase Mix 1 µl 2 µl 4 µl 6 µl 
RNase freies Wasser 1,5 µl 3 µl 6 µl 9 µl 
Gesamtvolumen 5 µl 10 µl 20 µl 30 µl 
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3.5.2 Synthese mit dem Random Hexamer-Kit 
Die für die qPCR Einzelplatten Experimente benötigte cDNA wurde mit Hilfe des Random 
Hexamer Kits aus der isolierten RNA synthetisiert. Um konsistent vergleichbare Ergebnisse zu 
erzielen war es notwendig, cDNA mit jeweils derselben Konzentration für die  
qPCR einzusetzen. Die isolierte RNA wurde aus diesem Grund zunächst mit so viel  
RNase freiem Millipore™ Wasser versetzt, dass eine Verdünnung mit einer Konzentration von  
1µg/25 µl Wasser entstand. Durch weitere Verdünnung im Verhältnis 1:5 ergab sich eine 
Suspension mit einer Konzentration von 8 ng/µl. Dieser Verdünnung war Ausgangspunkt für 
die Synthese der cDNA.  
Um die Möglichkeit einer Beeinträchtigung der qPCR durch DNA Kontamination zu 
minimieren, wurde zunächst ein DNA Verdau durchgeführt. Durch Inkubation von 8 µl der  
8 ng/µl RNA-Verdünnung mit je 1 µl DNase Reaktions Puffer und 1 µl DNase (Promega) bei 
37°C für 10 Minuten wurden möglicherweise noch vorhandene DNA-Reste entfernt. Die 
Überführung des Reaktionsansatzes auf Eis sowie die anschließende Zugabe von 1 µl RQ-1 
Stopplösung (EDTA 25 mM) und Inkubation bei 65 °C für 10 Minuten inaktivierte die DNase.  
Die Zugabe von 1 µl Random Hexamer Primer und darauffolgender Inkubation bei 70°C 
für 5 Minuten führte zur Hybridisierung der Primer an die RNA-Matrix. Im Anschluss wurde 
der Reaktionsansatz des Random Hexamer-Transcriptase-Mix entsprechend den Angaben in 
Tabelle 3.4 angesetzt und mit der RNA Lösung vermengt. Eine Inkubation bei 25°C für  
5 Minuten stellte die richtige Reaktionstemperatur ein, bevor 1 µl Reverse Transkriptase 
hinzugegeben wurden. Der Reaktionsansatz wurde mit dem in Tabelle 3.5 angegebenen 
Protokoll im PCR-Cycler inkubiert. Die synthetisierte cDNA konnte bei -20 °C für mehrere 
Wochen gelagert oder direkt weiterverarbeitet werden. 
  











Tab. 3.4: Reaktionsansatz des Random Hexamer-Transkriptase-Mix 
 (1x) 
Komponente Volumen 
   
5x Reaktions Puffer 4,0 µl 
dNTP-Mix (10mM)) 2,0 µl 
RNase freies Wasser (kein DEPC-H2O) 1,0 µl 
   
Gesamtvolumen 7,00 µl 
Tab. 3.5: Inkubationszeiten und -temperaturen der Random 




   
Primer annealing 25 °C 10 
Reverse Transkription 42 °C 60 
Enzymdeaktivierung 70 °C 10 
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3.6 Standard-PCR  
Mit Hilfe des technischen Verfahrens der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) lassen sich 
bereits sehr geringe Mengen spezifischer DNA-Fragmente in vitro vervielfältigen. Dieser 
Prozess läuft in drei Schritten ab: die Denaturierung, die Primerhybridisierung und die 
Elongation.  
In der Phase der Denaturierung werden die eingesetzten helikal verdrehten und 
doppelsträngigen DNA-Fragmente bei einer Temperatur von ca. 94 °C entwunden und in 
Einzelstränge aufgetrennt. Während der Primer Hybridisierung wird die Temperatur auf eine 
Primer-spezifische Schmelztemperatur (Tm) abgesenkt, wobei die eingesetzten Primer an den 
zu ihnen komplementären spezifischen Sequenzen der einzelsträngigen DNA hybridisieren. In 
der dritten Phase der Reaktion, der Elongation, bindet eine thermostabile DNA-Polymerase 
(z.B. Hot Master Taq-Polymerase), die ursprünglich aus dem Bakterium Thermophilus 
aquaticus (Morley 1995) stammt, an die hybridisierten Primersequenzen. Bei einer 
Reaktionstemperatur von 58-65 °C wird durch das Einfügen von zum Leitstrang 
komplementären Nukleotiden durch die Polymerase ein neuer zur DNA-Matrize 
komplementärer DNA-Einzelstrang synthetisiert. Die Elongationsdauer wird dabei mit einer 
Minute pro tausend synthetisierten Basenpaaren berechnet. Durch das wiederholte 
Durchlaufen dieser drei Reaktionsschritte kommt es zu einer exponentiellen Vervielfältigung 
des eingesetzten DNA-Fragments. Da in jedem Reproduktionszyklus Fehler auftreten können, 
sollte die maximale Anzahl der Reproduktionszyklen auf 40 Zyklen begrenzt sein. 
3.6.1 Primer Funktionalitätsprüfung 
Die Standard-PCR wurde während dieser Arbeit eingesetzt, um die Funktion der 
ausgewählten spezifischen Primer für die Einzelplattenversuche zu evaluieren (siehe Kapitel 
„2.6 Oligonukleotide (Primer)“). Der Ansatz der Primer erfolgte zu diesem Zweck in einer 1:10 
Verdünnung einer 10 µM Primer Stammlösung. Um die Wahrscheinlichkeit einer Bindung der 
Primer an ihre komplementären cDNA Sequenzen zu erhöhen, stammte die ausgewählte 
cDNA zu gleichen Anteilen aus nicht stimulierten, aus mit LPS stimulierten und aus mit IL-4 
stimulierten Mikrogliazellen. Die Mastermixe wurden als ein Vielfaches des in Tabelle 3.6 
Methoden  36 
 
aufgeführten Reaktionsansatzes und entsprechend der in Tabelle 3.7 aufgezählten 
Reaktionsschritte pipettiert bzw. im Thermocycler prozessiert. 
Tab. 3.6: Reaktionsansatz einer Standard-PCR (1x) 
Komponente Volumen 
Millipore Wasser 
Hot Master Taq Polymerase Puffer 5x 
dNTPs [10 mM] 
Primer A forward [1 µM] 
Primer B reverse [1 µM] 
cDNA [1:20 verdünnt] 













   
Tab. 3.7: Reaktionsbedingungen einer Standard-PCR. 
Reaktionsschritt Temperatur Zeit [min.] 
Initiale Denaturierung 94 °C 5:00 
35 Amplifikationszyklen   
 Denaturierung 94 °C 0:30 
 Primerhybridisierung 59 °C 0:45 
 Elongation 72 °C 0:30 
Terminale Elongation 72 °C 7:00 
Lagerung bis Herausnahme aus dem Cycler 4 °C ∞ 
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3.7 Quantitative Real-Time PCR 
Die quantitative real-time PCR (qPCR) lässt sich verwenden, um die Expressionsstärke 
einzelner Gene in Echtzeit zu bestimmen. Die Technik basiert auf dem Prinzip der  
Standard-PCR in Kombination mit kontinuierlicher Fluoreszenzmessung. Abhängig vom 
verwendeten Verfahren stammt die Fluoreszenz entweder von mit der DNA unspezifisch 
interkalierenden Farbstoffen oder von fluoreszenzmarkierten spezifischen Primer-Sonden.  
Der in dieser Arbeit eingesetzte Cyanin-Farbstoff SYBR Green I bindet unspezifisch an 
doppelsträngige DNA (dsDNA), wobei er vor allem blaues Licht mit einer Wellenlänge von  
λ= 494 nm absorbiert und grünes Licht mit einer Wellenlänge von λ= 521 nm emittiert. Durch 
Messung dieses Lichtes am Ende der Elongation lassen sich Rückschlüsse auf die eingesetzte 
DNA Menge ziehen, da die Emission mit jedem PCR-Zyklus proportional zu der Menge an 
gebundener DNA steigt. Aufgrund der unspezifischen Einlagerung des verwendeten Farbstoffs 
SYBR Green I in dsDNA muss diese Messmethode häufig angepasst werden, um die Gefahr der 
Verfälschung der Ergebnisse durch Amplifikation von zufälligen DNA Sequenzen zu 
minimieren. Zu diesem Zweck wird nach jedem PCR Zyklus eine Schmelzkurvenanalyse 
eingefügt. Dabei wird die Temperatur langsam von ca. 50°C auf 95°C angehoben und die 
Veränderung der Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. In Abhängigkeit von ihrer Länge und 
ihrer Basenzusammensetzung hat dsDNA eine bestimmte Schmelztemperatur, bei welcher sie 
sich in ihre beiden Einzelstränge auftrennt. Der gebundene Farbstoff wird freigegeben und die 
Fluoreszenz lässt nach. In Kombination mit spezifischen Primern für die untersuchten Gene 
lassen sich so valide Aussagen über die eingesetzte DNA-Menge und somit über die 
Expressionsaktivität der untersuchten Zellen machen. 
3.7.1 RT² Custom qPCR Array™ 
In dieser Versuchsreihe kam die qPCR zum Einsatz, um in einem ersten ‚unbiased 
screening‘ die Stärke der Expression von ausgewählten potenziellen Markergenen unter 
bestimmten Stimulationsbedingungen in Mikrogliazellen zu testen. Dies diente der 
Identifikation von Genen, die zur Markierung von Mikrogliazellen genutzt werden können, 
welche sich in verschiedenen Aktivitätsstadien befinden. 
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Die folgenden Tabellen 3.8, 3.9 und 3.10 listen die verwendeten potenziellen 
Markergene entsprechend ihrer vermuteten Gruppenzugehörigkeit mitsamt der 
entsprechenden RefSeq-Nummer auf, außerdem werden die verwendeten Kontroll-Gene 
angegeben. 
 
Tab. 3.8 Potenzielle anti-inflammatorische Markergene 
Gen Name RefSeq-Nummer  Gen Name RefSeq-Nummer 
Arg1 NM_017134  CX3CR1 NM_133534 
CCL2 NM_031530  Retnla (FIZZ1) NM_053333 
CCL22 NM_057203  Lgals3 NM_031832 
CCR2 NM_021866  IGF-1 NM_178866 
CD163 NM_001107887  IL-10 NM_012854 
CD200 NM_031518  IL-1Rα NM_022194 
CD200R NM_023953  MACROD2 NM_139337 
MSR1 (CD204) NM_001191939  MMP12 NM_053963 
Mrc1 (CD206) NM_001106123  NGF NM_001277055 
CD209 XM_006221228  SOCS3 NM_053565 
FcεR2 (CD23) NM_133550  TGF-β NM_021578 
CD36 NM_031561  Chi3L3 (YM1) NM_001191712 
CHI3L1 NM_053560  TIMP NM_053819 
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Tab. 3.9 Potenzielle pro-inflammatorische Markergene 
Gen Name RefSeq-Nummer  Gen Name RefSeq-Nummer 
Fcγr2a (CD16) NM_053843  IL-12 NM_022611 
FcγR2b (CD32) NM_175756  il12 a NM_053390 
Fcγr1a (CD64) NM_001100836  IL-1α NM_017019 
CD80 NM_012926  IL-1β NM_031512 
CD86 NM_020081  IL-2 NM_053836 
Ptgs2 (Cox-2) NM_017232  IL-6 NM_012589 
CXCL1 (KC) NM_030845  NOS2 NM_012611 
IFN-γ NM_138880  TNF-α NM_012675 
 
 
Tab. 3.10 Verwendete Kontrollgene 
Gen Name RefSeq-Nummer  Gen Name RefSeq-Nummer 
Actb NM_031144  RGDC RGDC 
HPRT1 NM_012583  RTC SA_00104 
18s rRNA X01117  PPC SA_00103 
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3.7.1.1 Plattendesign 
Um die Expression der ausgewählten Gene in einer qPCR untersuchen zu können, 
mussten die zugehörigen Primer-Paare auf eine 96-Well Mikrotiterplatte aufgetragen und 
anschließend in einem qPCR-Cycler ausgewertet werden. Infolge des Umfangs des 
angestrebten ‚unbiased screenings‘ sowie aufgrund der nicht möglichen kommerziellen 
Erwerbbarkeit des ausgewählten Sets an Genen wurde ein maßgeschneidertes (‚custom‘) 
Platten-Array entworfen und bei Qiagen™ in Auftrag gegeben. Unter der Katalognummer 
CAPR12559 sind die Platten bei Qiagen™ nachbestellbar. Um eine ausreichend hohe Anzahl 
an Wiederholungen der Versuche zur bestmöglichen Reliabilität bei gleichermaßen 
gerechtfertigter Wirtschaftlichkeit einzuhalten, wurden insgesamt 42 verschiedene 
potenzielle Markergene ausgewählt. Davon waren 26 als potenziell anti-inflammatorisch und 
16 als mögliche pro-inflammatorische Gene vorbeschrieben. Neben den 42 potenziellen 
Markergenen wurden noch die in Tabelle 3.10 angegebenen Kontrollgene ausgewählt.  
Die Primer dieser 48 Gene wurden durch Qiagen™ gemäß dem in Abb. 3.1 dargestellten 
Plattendesign auf 24 RT² Custom qPCR Array™ 96-Well Mikrotiterplatten aufgetragen und 
lyophilisiert. 
 
Abbildung 3.1: RT² Custom qPCR Array™ 96-Well Mikrotiterplatten Layout: Die RT² Custom qPCR 
Array™ 96-Well Mikrotiterplatten waren nach folgendem Layout aufgebaut. Pro Platte konnte 
cDNA von zwei unterschiedlich Stimulierten Mikrogliazellpopulationen aufgetragen werden  
(1. orange, 2. blau). Pro cDNA-Set waren die Platten mit den Haushaltsgenen Actin Beta (Act-β), 
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT 1) und 18S rRNA bestückt. Zudem waren 
die internen Kontrollen Rat Genomic DNA Control (RGDC) und Reverse Transciptase Control (RTC) 
aufgetragen (violett). 
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3.7.1.2 RT² SYBR Green qPCR Protokoll 
Gemäß dem in Tabelle 3.11 angegebenen Protokoll wurden die RT² Custom qPCR Array™ 
96-Well Mikrotiterplatten mit der cDNA beladen, die aus dem RT² First Strand cDNA Synthese 
Kit™ (QIAGEN) stammt. Am Thermocycler wurden die angegebene Softwareeinstellung 
verwendet, um die Expressionsstärke der Gene zu bestimmen (siehe Tab.:3.11). 
Pro eingesetzter Probe, d.h. pro 48 Wells wurde ein (1x) SYBR GREEN ROX qPCR 
Mastermix benötigt. Für den Ansatz einer Reaktionslösung für zwei Proben (2x) wurden 
Mastermix Ansätze entsprechend den in Tabelle 3.12 angegebenen Werten verwendet. 
 
Tab. 3.11 RT² SYBR Green qPCR Array™ 
Vorzubereitendes Material (pro Probe (* s.u.)):   Lagerung bei: 
   
» RT² First Strand Proben cDNA (55,5 µl pro 48-wells pro Probe) -20 °C 
» 2x SYBR Green ROX qPCR Mastermix (** s.u.) -20 °C 
› HotStart DNA Taq Polymerase   
› PCR Puffer   
› dNTP mix    
› SYBR Green dye   
› ROX passive reference dye   
» RNase freies Wasser -20 °C 
» RT² Profiler Custom PCR-Array™ Platten (96-well; Layout: siehe Anhang) -20 °C 
Protokoll: Menge: Zeit: Temperatur: 
       
» auftauen des SYBR Green Mastermix     25 
 
°C 
(falls Präzipitat vorhanden, inkubieren)   1 min 42 °C 
» mischen & kurz zentrifugieren   10 - 15 sec   
       
» Ansatz der PCR-Reaktion / 48-well Pl. (Pro Probe)       
2x SYBR Green ROX qPCR Mastermix 675 µl     
RT² First Strand Proben cDNA 51 µl     
RNase freies Wasser  624 µl     
Gesamtvolumen (*** s.u.) 1350 µl     
       
» Ansatz durch leichtes auf und ab pipettieren mixen       
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» benötigte Anzahl an PCR-Array Platten vorsichtig aus        
verschlossener Tasche nehmen, nicht invertieren!       
» PCR-Reaktion auf custom-96-well Platte aliquotieren je 25 µl     
(für 1 Probe (48 wells) - Plattenlayout beachten!!!)       
» 96-well Platte mit Folie verschließen       
» Platte zentrifugieren bei 1000 x g   1 min RT  
(falls Blasen vorhanden, den Schritt wiederholen)       
» Platte auf Eis stellen (**** s.u.)       
» Cycler Programm einstellen (siehe unten)       
» Platten in ABI 7500 Fast Cycler stellen       
» rt-qPCR starten       
       
Protokoll:    
       
 Folgendes Cycler-Programm einstellen:       
       
 Alle Daten unter festgelegtem Pfad speichern 
› ABI 7500 Software und ABI 7500 FAST cycler starten     
› „Advanced setup“ auswählen       
       
» Klick „Experiment Properties“:       
› Experiment benennen 
 
 
› Instrument auswählen (7500 FAST; 96 wells)       
› Experiment-Typ auswählen (Quantitation-Standard Curve)     
› Reagentien auswählen (SYBR Green)       
› „Ramp Speed“ auswählen (~ 2 Stunden zur Fertigstellung)     
       
» Klick „Plate Setup“:       
› “Assign Targets and Samples” auswählen       
› Die gesamte Platte Auswählen, Target 1 
auswählen 
      
› Kontrolli ren ob alle wells mit „U“ markiert sind     
       
» Klick „Run Method“:       
› Kontrollieren ob die „data capturing“ Icons aktiviert sind bei:   
i. „cycling Stage“: 60°C (1 Minute Schritt) a.  b.  c.  d.   
ii. “melting curve stage”: während der Rampenphase von 60°C bis 95°C   
› „reaktion volume“ auf 25 µl einstellen       
› „number of cycles“ auf 40 einstellen       
       
» Klick „Start Run“       
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*  Pro RT² Profiler Custom PCR-Array 96-well Platte können 2 Proben ausgewertet werden. D.h. 
pro Platte stehen jeder Probe 48 wells zur Verfügung. Die im Protokoll angegebenen Mengen 
beziehen sich nur auf eine Probe. Soll die gesamte Platte bestückt werden müssen die unten 
angegebenen Mengen verwendet werden. 
** SYBR Green Mastermix enthält eine HotStart DNA Taq Polymerase, die erst nach Hitze-
Aktivierung aktiv ist. Aus diesem Grund können alle Reaktionsschritte bei Raumtemperatur 
durchgeführt werden. 
***  Ein Überschussvolumen von 150 µl ist hier bereits einberechnet. 
**** Die Platten, die in Aluminiumfolie eingewickelt sind, können ab diesem Punkt bis zu einer Woche 










Tab.: 3.12 Ansatz der PCR-Reaktionen für 1 Probe (48 wells) oder  
                               2 Proben (96 wells): 
 48 wells 96 wells 
Ansatz der PCR-Reaktion:     
2x SYBR Green ROX qPCR Mastermix 675 µl 1350 µl 
RT² First Strand Proben cDNA 51 µl 102 µl 
RNase freies Wasser  624 µl 1248 µl 
Gesamtvolumen 1350 µl 2700 µl 
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3.7.1.3 Platten- und Datenauswertung 
Nachdem die qPCR abgeschlossen war, mussten die gewonnenen Daten weiter 
prozessiert werden, um sie in das benötigte Format zur endgültigen Auswertung zu 
überführen.  
Da die Ergebnisse der Experimente über den gesamten Zeitraum der Versuche 
vergleichbar sein sollten, wurde der Schwellenwert (‚threshold‘) der synthetisierten  
DNA-Menge (repräsentiert durch die Stärke der gemessenen Fluoreszenz) auf 0,03 gesetzt. 
Bei Erreichen dieses Wertes wurde der Ct-Wert jeder einzelnen Probe registriert, d.h. es 
wurden die Anzahl der Zyklen notiert, bei der die Fluoreszenz als Repräsentant der Menge an 
synthetisierter DNA den eingestellten ‚threshold‘ überstieg. Die auf diese Weise gewonnenen 
Ct-Werte wurden mit Hilfe des Excel basierten ‚qPCR Conversion Tools‘ von Qiagen™ in das 
richtige Format überführt und in Tabellenform im Qiagen™ ‚Data Analysis Center‘ (siehe 
Kapitel 2.10 Datenbanken und Internetseiten) hochgeladen. Dort wurden die Ct-Werte (dem 
Herstellerprotokoll folgend) zunächst im Proben Manager den entsprechenden Stimulations-
Gruppen Kontrolle (KO), LPS oder IL-4 zugeordnet. Der Ct Cut-off Wert war auf 35 Zyklen 
gesetzt. Nach der Übernahme dieser Einstellungen erfolgte die Qualitätskontrolle der 
gewonnenen Daten. Mithilfe der auf den RT² custom qPCR Platten aufgebrachten Kontrollen 
für ‚Rat Genomic DNA Contamination‘ (RGDC), ‚Reverse Transcriptase‘ (RTC) und ‚Positive 
PCR‘ (PPC) wurde überprüft, ob die Platten mit genomischer DNA kontaminiert waren, ob die 
reverse Transkriptase ordnungsgemäß funktionierte und ob die PCR wie vorgeschrieben 
abgelaufen war. Die Normalisierung der Ct-Werte erfolgte dadurch, dass die Ct-Werte mit den 
manuell ausgewählten Haushaltsgenen Actin-Beta (Act-β), HPRT1 und 18S-rRNA in Relation 
gebracht wurden.  
Nach Abschluss dieser Prozessierung wurden die gewonnenen Ct-Werte lokal 
gespeichert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte in Microsoft Excel®. 
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3.7.2 SOLIS BioDyne® Einzelplatten qPCR 
3.7.2.1 Plattendesign 
Nachdem das ‚unbiased screening‘ mit den RT² custom Profiler PCR-Platten 
abgeschlossen war, wurden die Experimente für ein Set aus ausgewählten Genen auf Einzel 
qPCR-Platten wiederholt. Pro 96-Well Platte wurde ein Mastermix für jeweils eines der 
ausgewählten Gene (MRC1, Chi3L1, IGF-1, FcγR2b sowie dem Kontrollgen GAPDH) 
entsprechend dem in Tabelle 3.13 angegebenen Protokoll angesetzt. Je 15 µl des Mastermix 
wurden in jedes Well der Platte pipettiert. 2 µl der benötigte cDNA wurde im Anschluss in die 
jeweiligen Wells gegeben, dem in Abbildung 3.2 dargestellten Plattenlayout entsprechend. 
Zuvor war die cDNA auf eine Konzentration von 8 ng/µl vorverdünnt worden. Die cDNA 
stammte aus Mikrogliazellen die für 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden mit verschiedenen Substanzen 
stimuliert oder mit Gemischen von Substanzen ko-stimuliert waren. Für jeden 
Stimulationszeitraum wurden pro Platte zwei technische Replikate derselben cDNA auf die 
Platte pipettiert. Bei den getesteten Substanzen handelte es sich neben einer Zellmedium-
Kontrolle und einer Wasserkontrolle um LPS, IL-4, IL-13 sowie um die  
Ko-Stimulation mit LPS + TFF3, IL-4 + TFF3, IL-13 + TFF3, IL-4 + IL-13 + TFF3 sowie um IL-4 + 
IL-13. Für jede Stimulationssubstanz wurden zwei biologische Replikate angefertigt.  
Tab. 3.13: SOLIS BioDyne® SYBR Green Mastermix 
Komponente Volumen (1x) Volumen (96x) 
5x HOT FIREpol® EvaGreen® qPCR Supermix 
Primer A forward [10 µM] 










   
Gesamtvolumen 13,0 µl 1248 µl 
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Abbildung 3.2: Solis BioDyne Einzelplatten Layout: Für die Einzelplatten-qPCR Versuche wurde die 
cDNA der stimulierten Zellen nach diesem Schema auf eine mit jeweils einem der folgenden Primer 
(MRC1, Chi 3L1, IGF-1, FcγR2b, GAPDH) vorgeladenen 96-Well Platten aufgetragen. Es wurden 
jeweils 2 technische Replikate aufgetragen. 
Nach dem Auftrag der cDNA auf die Platten wurde diese mit einer Folie versiegelt, bei 
Raumtemperatur und 500 x g für eine Minute zentrifugiert um Blasen zu entfernen und dann 
im ThermoCycler plaziert. Die Einstellungen für den ABI 7500 Fast Thermocycler erfolgten 
gemäß dem in Tabelle 3.14 angegeben Protokoll. 
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Tab.: 3.14 Solis BioDyne® Einzelplatten ThermoCycler Einstellungen: 
       
› ABI 7500 Software und ABI 7500 FAST cycler staten     
› „Advaced setup“ auswählen       
       
» Klick „Experiment Properties“:       
› Experiment benennen  
 
 
› Instrument auswählen (7500 FAST; 96 wells)       
› Experiment-Typ auswählen (Quantitation-Comparative Ct (∆∆Ct))   
› Reagentien auswählen (SYBR Green Reagents)       
› „Ramp Speed“ auswählen (~ 2 Stunden zur Fertigstellung)     
       
» Klick „Plate Setup“:       
› “Assign Targets and Samples” auswählen       
› Die gesamte Platte Auswählen, Target entsprechend dem Plattenlayout beschriften 
› Kontrollieren ob alle wells mit „U“ markiert sind     
› Als „Sample“ das zu testende Gen eintragen     
       
» Klick „Run Method“:       
› Folgendes Protokoll einstellen:       
› Initiale Aktivierung („holding stage“) 95 °C 12 Min   
› „cycling stage“       
› Denaturierung 95 °C 15 Sek   
› Hybridisierung 60 °C 30 Sek   
› Elongation 72 °C 20 Sek   
› „melting curve“       
› „Step 1“ 95 °C 15 Sek   
› „Step 2“ 60 °C 1 Min   
› „Step 3“ 95 °C 30 Sek   
› „Step 4“ 60 °C 15 Sek   
› Kontrollieren ob die „data capturing“ Icons aktiviert sind bei:   
iii. „cycling Stage“: 60°C (30 Sekunden Schritt) a.  b.  c.  d.    
iv. “melting curve stage”: während der Rampenphase von 60°C bis 95°C   
› „reaktion volume“ auf 15 µl einstellen       
› „number of cycles“ auf 40 einstellen       
       
» Klick „Start Run“       
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3.7.2.2 Plattenauswertung 
Um den Vergleich mit den RT² Profiler custom qPCR Platten zu ermöglichen, wurden die 
‚threshold‘ Werte zur Erhebung der Ct-Werte aus den Solis BioDyne® Einzelplattenversuchen 
ebenfalls auf 0,03 gesetzt. Die so gewonnenen Ct-Werte entsprachen demnach der Amplifikat 
spezifischen Anzahl von PCR-Zyklen, die notwendig waren, um die Fluoreszenzstärke über das 
Hintergrundrauschen, den ‚threshold‘ von 0,03 zu erheben.  
Die so gewonnenen Daten (Ct-Werte) lassen auf den ersten Blick nur einen groben 
Rückschluss auf die eingesetzte Menge an Proben - cDNA zu. Da die Ct-Werte invers 
proportional zu der eingesetzten Menge an Proben - cDNA sind, deuten hierbei Ct-Werte  
von < 29 auf eine große Menge an eingesetzter Proben - cDNA, Ct-Werte von 30 - 37 auf eine 
mäßige Menge an eingesetzter Proben - cDNA und Ct-Werte von 38 - 40 auf eine minimale 
Menge an eingesetzter Proben - cDNA oder eine Kontamination hin. Die absoluten Mengen 
an eingesetzter Proben - cDNA lassen sich auf diese Weise nicht bestimmen. 
Zur Verbesserung der Aussagekraft mussten diese einfachen Ct-Werte weiter 
prozessiert werden. Zunächst wurden dazu der Mittelwert (MW) der beiden technischen 
Replikate (tR) der Ct-Werte jedes einzelnen Genes (MRC1, Chi3L1, FcγR2b und IGF-1), des 
Haushaltsgenes (GAPDH) sowie der Medium-Kontrolle (KO) für jede Stimulationssubstanz und 
jede Stimulationsdauer gebildet.  
Um normalisierte Werte zu erhalten, wurden die ∆Ct-Werte bestimmt. ∆Ct-Werte 
beschreiben dabei den relativen Unterschied in der Expression eines Zielgenes zum 
Kontrollgen bei gleicher Stimulationsdauer mit derselben Stimulationssubstanz. Zu ihrer 
Berechnung wurde folgende Formel eingesetzt: 
∆Ct = 2^(Ct-MW_GAPDH – Ct-MW_Proben Gen) 
Auch die ∆Ct-Werte geben die veränderte Gen Expression nur in Form einer abstrakten 
rationalen Zahl wieder. Dadurch lassen sich auch hier auf den ersten Blick nur bedingt 
Rückschlüsse auf die veränderte Genexpression durch die Stimulation mit einer bestimmten 
Substanz ziehen. Durch Berechnung des ∆∆Ct-Wertes, d.h. der Veränderung des ∆CT-Wertes 
eines Proben Gens (∆CT_Sample Gen) um ein Vielfaches bezogen auf den normalisierten  
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Ct-Wert einer Kontrolle bei derselben Stimulationsdauer (∆CT_KO), ließen sich weniger 
abstrakte ganze Zahlenwerte bestimmen. Zu ihrer Berechnung wurde folgende Formel 
eingesetzt: 
∆∆Ct = ∆Ct_Sample Gen / ∆Ct_KO 
Die berechneten Werte ließen sich in logarithmischer Darstellung abbilden  
(Livak et al. 2001; Holzapfel et al. 2007; Fisher Thermo Scientific 2010). 
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4 Ergebnisse 
4.1 Selektion potenzieller Markermoleküle 
Zum Durchführungszeitpunkt der in dieser Arbeit beschriebenen Versuche basierten 
viele Erkenntnisse über die alternative Aktivierung von Mikrogliazellen auf Experimenten, die 
an murinen oder humanen Zellkulturen durchgeführt wurden. Darüber hinaus herrschte in 
der Literatur kein Konsens über die zur Identifizierung von alternativ aktivierten 
Mikrogliazellen zu verwendenden Markermoleküle.  
Um ein auf die in unserer Arbeitsgruppe durchgeführten Experimente angepasstes und 
um ein verlässliches Set an Markermolekülen zu identifizieren, wurden in einem ersten Schritt 
potenzielle Markermoleküle, bzw. die korrelierenden Markergene für die klassische und die 
alternative Aktivierung der Mikroglia selektioniert.  
Die Auswahl der verwendeten potenziellen Markergene erfolgte durch die Analyse der auf 
den Datenbanken NCBI und Google Scholar zu Verfügung stehenden aktuellen Primärliteratur. 
Dabei war u.a. Bedingung, dass die potenziellen Markermoleküle bereits in mehreren Arbeiten 
im Zusammenhang mit der Identifizierung von bestimmten Aktivitätszuständen der 
Mikrogliazellen oder der Makrophagen beschrieben worden waren. Die Art der Stimulation 
konnte dabei entweder als anti- oder als pro-inflammatorisch klassifiziert sein. Des Weiteren 
wurden präferenziell diejenigen Markergene ausgewählt, die in Zellen nachgewiesen wurden, 
welche mit den klassischen Substanzen LPS oder IL-4 stimuliert waren. Zudem sollten die 
Zusammenhänge in den klassischen Tiermodellen Ratte oder Maus bzw. beim Menschen 
nachgewiesen worden sein. Die auf diese Weise ausgewählten Moleküle wurden 
entsprechend ihrer vermuteten Zugehörigkeit entweder in die Gruppe der potenziell pro-
inflammatorischen Markergene oder in die Gruppe der potenziell anti-inflammatorischen 
Markergene eingeteilt (siehe Abschnitt: Material, Tabelle 3.8 und 3.9). 
4.2 RT² Custom qPCR Expressionsassay 
Nach der Selektion von putativen Markergenen sollte deren Expressionsverhalten in 
Mikrogliazellen untersucht werden. Zur Bestimmung der Expressionsstärke kamen hierbei  
RT² Custom qPCR Profiler 96-Well Platten™ zum Einsatz. Um eine mögliche  
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pro-inflammatorische Reaktion der primären Mikrogliazellen zu simulieren, wurden die Zellen 
mit bakteriellem LPS stimuliert. Dem entgegengesetzt wurden die Mikrogliazellen mit IL-4 
stimuliert, um eine vermeintliche anti-inflammatorische Umgebungssituation zu simulieren. 
In beiden Fällen wurden die primären Ratten Mikrogliazellen den Stimulationsmedien für 
jeweils 4, 6, 8, 12 bzw. 24 Stunden ausgesetzt.  
4.2.1 Stimulation mit LPS 
Die Stimulation der primären Mikrogliazellen mit bakteriellem LPS ergab das in  
Abb. 4.1 dargestelltes Expressionsmuster. 
 
Abbildung 4.1: LPS induzierte mRNA Expression putativer pro- und anti-inflammatorischer 
Markergene: Nach der Stimulation mit LPS (Lipopolysaccharid) für 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden 
weisen die vermeintlich anti- und pro-inflammatorischen Markergene ein bestimmtes 
Expressionsmuster auf. Dargestellt ist die Über- oder Unter-Expression (Fold Change) der 
vermeintlichen Markergene (untere Auflistung) vom Grundwert (1,00). Die Markergene sind in die 
vermeintlich anti-inflammatorischen (links) und in die vermeintlich pro-inflammatorischen 
Markergene unterteilt. Die für weitere Versuche ausgewählten Markergene sind markiert (*). Ganz 
rechts befinden sich die Haushaltsgene Act-β (Actin Beta), HPRT 1 (Hypoxanthin-Guanin-
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putativ anti-inflammatorisch putativ pro-inflammatorisch
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4.2.1.1 Expression putativ anti-inflammatorischer Markermoleküle 
Innerhalb des Sets der potenziellen anti-inflammatorischen Markermoleküle zeigte sich, 
über alle Stimulationszeiträume gemittelt, eine Steigerung der Expression um das 100 bis 
1000-Fache für CCL2 und CCL22. Die Expression der potenziellen Markermoleküle CD200,  
IL-10, IL- 1rn und SOCS3 war um das 10 bis 100-Fache erhöht. Eine Zunahme der Expression 
um maximal das 10-Fache war bei den potenziellen Markermolekülen Arg1, CD200R,  
CD209, FcεR2, Retnla, MMP12, NGF sowie bei TIMP1 zuerkennen.  
Die Expression der potenziellen Markermoleküle CCR 2, CD163, CD36 und IGF-1 bzw. 
MRC1, CX3CR1 war reduziert. Die erstgenannten waren dabei in ihrer Expression im Mittel um 
das 1- bis 6-Fache, die letztgenannten um das 10- bis 12-Fache erniedrigt. 
Das Expressionsverhalten von MSR1, Chi3L1, Lgals3, MACROD2, TGF-β und Chi3L3 
unterschied sich nicht von dem der Haushaltsgene Act-β, HPRT1 bzw. 18S rRNA. 
Im zeitlichen Verlauf der Stimulation von 4 bis 24 Stunden nahm die Expression von Arg1, 
CCL 2, CCL 22, CD200, IL1rn und IL-10 im Mittel kontinuierlich zu. Demgegenüber nahm die 
Expression der Markermoleküle CD163, CD200R, CD36, Retnla, IGF-1 und SOCS3 im zeitlichen 
Verlauf ab. Die übrigen 14 vermeintlichen anti-inflammatorischen Markermoleküle wiesen 
kein eindeutig zeitabhängiges Expressionsverhalten auf. Bemerkenswert war, dass die 
Expression der vermeintlichen Markermoleküle Arg1, CCL22, CD200, FcεR2, IL-10, MMP12 
und NGF nach 24 Stunden Stimulation im Verhältnis zu der Expression nach 2, 4, 8 oder 12 
Stunden deutlich herabgesetzt war. In Relation zu den Haushaltsgenen war die Expression von 
Arg1, CD200, FcεR2, MMP12 und NGF sogar reduziert. 
4.2.1.2 Expression putativ pro-inflammatorischer Markermoleküle 
Die Expression der vermeintlich pro-inflammatorischen Gene wurde durch die 
Stimulation mit LPS erwartungsgemäß deutlich stärker angehoben als die der vermeintlich 
anti-inflammatorischen Gene. Im Mittel war die Expression der vermeintlichen Markergene 
IL-12b, IL-6 und NOS2 um das 1000- bis über das 10.000-Fache erhöht. Die Markergene Ptgs2, 
CxCl1, IL 1a, IL 1b und TNF-α wiesen eine Zunahme der Expression um das 10- bis 1000-Fache 
auf. Eine Zunahme der Expression auf das maximal 10-Fache ließ sich bei CD80, CD86 sowie 
bei IL 12a feststellen.  
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Ähnlich wie es bei den potenziell anti-inflammatorischen Markergenen zu beobachten 
war, ließ sich das Expressionsverhalten von FcγR2a, FcγR2b, IFNγ und IL-2 nach der Stimulation 
mit LPS nicht von dem der Haushaltsgene Act-β, HPRT1 bzw. 18S rRNA unterscheiden. Die 
Expression von FcγR1a war minimal reduziert. 
Im zeitlichen Stimulationsverlauf wiesen Ptgs2, CxCl1, IL-12 und NOS2 eine leichte 
Zunahme der Expression auf. Bei IL-12α, IL-1α, IL-1β und IL-6 kam es zu einer Abnahme der 
Expression. 
Die Expression von FcγR1a, Ptgs2, IL12b, IL12a und NOS2 war, ähnlich der der oben 
genannten vermeintlich anti-inflammatorischen Markermoleküle, nach 24 - stündiger 
Stimulation mit LPS herabgesetzt. Damit wichen auch diese Werte vom sonstigen zeitlichen 
Verlauf der Expression dieser Markermoleküle ab.  
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4.2.2 Stimulation mit IL-4 
Die Stimulation der primären Mikrogliazellen mit IL-4 ergab folgendes, in Abb. 4.2 
dargestelltes Expressionsmuster.  
 
Abbildung 4.2: IL-4 induzierte mRNA Expression putativer pro- und anti-inflammatorischer 
Markergene: Nach der Stimulation mit IL-4 (Interleukin 4) für 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden weisen 
die vermeintlich anti- und pro-inflammatorischen Markergene ein bestimmtes Expressionsmuster 
auf. Dargestellt ist die Über- oder Unter-Expression (Fold Change) der vermeintlichen Markergene 
(untere Auflistung) vom Grundwert (1,00). Die Markergene sind in die vermeintlich anti-
inflammatorischen (links) und in die vermeintlich pro-inflammatorischen Markergene unterteilt. 
Die für weitere Versuche ausgewählten Markergene sind markiert (*). Ganz rechts befinden sich 
die Haushaltsgene Act-β (Actin Beta), HPRT 1 (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 1) 
und 18S rRNA. (n = 3). 
4.2.2.1 Expression putativ anti-inflammatorischer Markermoleküle 
Über alle Stimulationszeiträume gemittelt zeigte sich für die Auswahl an potenziellen 
anti-inflammatorischen Markermoleküle ein weniger eindeutiges Bild als für die mit LPS 
stimulierten Zellen. Eine imposante Steigerung der Expression um das 100- bis 1000-Fache, 
wie sie für die Stimulation mit LPS gezeigt werden konnte, ließ sich nicht darstellen. Die 
vermeintlichen Markermoleküle CCL22, CD209 und Chi3L1 wiesen dennoch eine Steigerung 
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180- bis 280-Fache Expression gemessen wurde. Die meisten potenziellen  
anti-inflammatorischen Markermoleküle wiesen eine um das maximal 10-Fache gesteigerte 
Expression auf. Dazu gehörten Arg1, CCL2, CD163, MRC1, FcεR2, Retnla, Lgals3, IGF-1, IL-10, 
IL1rn, SOCS3, TGF-β und Chi3L3. 
Die Expression der potenziellen Markermoleküle CD200R, CD36 und CX3CR1 war um das 
1- bis 5-Fache erniedrigt. Das Expressionsverhalten von CCR2, CD200, MSR1, MACROD2, NGF, 
TIMP und MMP12 wies keine Veränderung von dem der Haushaltsgene auf. 
Im zeitlichen Verlauf nahm lediglich die Expression von CCL22 im Mittel zu. Die 
Expression der Markermoleküle CD163, CD36, FcεR2 und Chi3L3 nahm demgegenüber im 
zeitlichen Verlauf ab. Alle anderen vermeintlichen anti-inflammatorischen Markermoleküle 
wiesen kein eindeutig zeitabhängiges Expressionsverhalten auf. Ähnlich wie nach Stimulation 
mit LPS beobachtet fiel auf, dass die Expression der vermeintlichen Markermoleküle CCL2,  
CD163, CD200R, CD209 sowie FcεR2 nach 24 Stunden Stimulation im Verhältnis zu der 
Stimulation nach 2, 4, 8 oder 12 Stunden deutlich herabgesetzt war. Dabei war die Expression 
von CD200R und FcεR2 in Relation zu den Haushaltsgenen auch in diesem Fall reduziert. Die 
Expression von MSR1 nach 24 Stunden Stimulation war, abweichend von den reduzierten 
Werten nach 2, 4, 8 und 12 Stunden, leicht erhöht. 
4.2.2.2 Expression putativer pro-inflammatorischer Markermoleküle 
Die Expression der vermeintlich pro-inflammatorischen Gene wurde durch die 
Stimulation mit IL-4 nur schwach verändert. So wiesen lediglich die Markermoleküle IL12b,  
IL-6 und NOS2 eine konstant 10- bis 100-fach gesteigerte Expression auf. IL12b wies nach einer 
Stimulationszeit von 6 bzw. 12 Stunden sogar eine um das ca. 500-Fache bzw. um das  
110-Fache erhöhte Expression auf. Viele der potenziellen Markermoleküle wie z.B. FcγR2b,  
CD86, Ptgs2, CxCl2, IFNγ, IL-12α, IL1b, IL-1α und TNF-α wiesen dem gegenüber im Mittel eine 
maximal um das 10-Fache erhöhte Expression auf.  
Das Expressionsverhalten von FcγR2a, FcγR1a, CD80 und IL-2 unterschied sich nach der 
Stimulation mit IL-4 nicht von dem der Haushaltsgene. Im zeitlichen Verlauf nahm die 
Expression von IL12b und NOS2 leicht zu, während es bei FcγR2b und IL12a zu einer Abnahme 
der Expressionsstärke kam. 
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Nach 24 - stündiger Stimulation mit IL-4 nahm die Expression, abweichend von den 
übrigen Werten der Stimulationskohorte, von FcγR2b zu bzw. von Ptgs2, IL12b, IL12a, IL1a, 
IL1b und NOS2 ab. 
4.3 qPCR Einzelversuche 
Auf der Basis des beobachteten Expressionsverhaltens der putativen Markergene im 
Verlauf der RT² Custom qPCR Profiler Assays™ wurden vier Gene für die weitere Untersuchung 
ausgesucht. Diese ausgewählten Gene waren MRC1, Chi3L1, IGF-1 und FcγR2b. 
MRC1 wurde u.a. deshalb ausgewählt, weil seine Expression nach der Stimulation mit 
LPS im Mittel um das 17-Fache reduziert, nach der Stimulation mit IL-4 aber um das bis zu  
5-Fache gesteigert war. Die Expression wies darüber hinaus ein zeitabhängiges Verhalten auf. 
Die anderen ausgewählten Markergene Chi3L1, IGF-1 und FcγR2b qualifizierten sich durch das 
Auftreten ähnlicher Muster. So ließ sich durch die Stimulation mit IL-4 ebenfalls eine 
Expressionssteigerung um das maximal 16-Fache für Chi3L1 bei gleichzeitiger Reduktion der 
Expression durch LPS Stimulation um bis zu dem 4-Fachen beobachten. Dem gegenüber 
wurden die vermeintlich anti- bzw. pro-inflammatorischen Markermoleküle IGF-1 und FcγR2b 
ausgewählt, da sie ein völlig unerwartetes Verhalten zeigten. So führte die Stimulation mit  
IL-4 lediglich zu einer sehr geringen Expressionssteigerung auf das maximal  
1,5-Fache des ausgangswertes für IGF-1, wohingegen die Expression von FcγR2b maximal um 
das 12-Fache gesteigert wurde. Nach Stimulation mit LPS verhielt sich die Expression der 
beiden Markermoleküle abweichend zu den beobachteten Expressionsmustern nach 
Stimulation mit IL-4. So wurde die Expression von IGF-1 im Durchschnitt um das  
14-Fache reduziert (maximal um bis zu das 42-Fache), wohingegen die Expression von FcγR2b 
im Durchschnitt nur um das 1-Fache gesteigert wurde (maximal um das 4-Fache). 
In Einzelplatten-qPCR Versuchen sollte das Expressionsverhalten dieser 
Markermoleküle auf seine Reliabilität hin untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die 
Gene mit den in Tabelle 2.2 (Abschnitt 2.5) aufgeführten Primern amplifiziert. 
In einem ersten Schritt wurden die Mikrogliazellen für 4, 6, 8, 12 bzw. 24 Stunden mit 
LPS und IL-4 stimuliert. Um eine mögliche Verstärkung des Expressionsverhaltens zu erreichen, 
wurden die Zellen in Anbetracht des Rezeptoraufbaus und der gemeinsamen 
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Signaltransduktionskaskade von IL-4 bzw. IL-13 zudem mit IL-13 stimuliert und eine  
Ko-Stimulation mit IL-4 + IL-13 durchgeführt. 
In einem zweiten Schritt erfolgte die Stimulation von Mikrogliazellen in derselben 
Zeitabfolge mit LPS und IL-4; jeweils einzeln und als Ko-Stimulation mit TFF3. Ziel war die 
Überprüfung des Effekts von TFF3 auf die Expression der jeweiligen Markergene.  
4.3.1 Stimulation mit LPS, IL-4, IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 
4.3.1.1 Chi3L1 
 
Abbildung 4.3: Chi3L1 Expression nach IL-4 + IL-13 Ko-Stimulation: Dargestellt ist die Expression 
des vermeintlich anti-inflammatorischen Markergens Chi3L1 (chitinase 3 like 1) nach der 
Stimulation bzw. Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, IL-4, IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 für jeweils 
4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach der Stimulation mit LPS kommt es zu keiner signifikanten 
Veränderung der Expression, wohingegen die Stimulation mit IL-4 zu einer Zunahme der Expression 
um den Faktor 6,5 führt. Durch die Stimulation bzw. Ko-Stimulation mit IL-13 bzw.  
IL-4 + IL-13 lässt sich die Expression von Chi3L1 um den Faktor 12,5 bzw. 28 steigern. (MW +- SEM, 
n = 6). 
Nach der Stimulation mit IL-4 ließ sich eine Zunahme der Chi3L1 Expression um 
durchschnittlich das 6,5-Fache feststellen. Im Verlauf der Stimulation von 4 bis 8 Stunden stieg 
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mittleren Wert, der dem 16-Fachen der Kontrollexpression entsprach. Nach 12 bzw.  
24 Stunden nahm die Expression wieder ab. Dabei fiel die Expression nach 12 Stunden auf das 
Niveau der doppelten Expressionsstärke im Vergleich zur Kontrolle ab, um 
nach 24 Stunden wieder auf das 7-Fache der Expression anzusteigen.  
Nach Stimulation mit LPS nahm die Expression von Chi3L1 im Mittel um das 2-Fache ab. Durch 
die Stimulation mit IL-13 konnte eine weitere Steigerung der Expression im Verhältnis zur 
Stimulation mit IL-4 erreicht werden. Die Expression nahm dabei, im Verhältnis zur 
Kontrollexpression, im Mittel um den Faktor 12,5 zu. Ähnlich wie es bei der Stimulation mit  
IL-4 zu beobachten war, nahm auch nach der Stimulation mit IL-13 die Expression von Chi3L1 
nach Erreichen ihres Maximums nach 8 Stunden (41-fache Expression) ab. Nach 12 Stunden 
erreichte sie ihren Tiefpunkt (4-fache Expression) um nach 24 Stunden erneut anzusteigen 
(9,5-fache Expression).  
Durch die Ko-Stimulation der Mikrogliazellen mit IL-4 und IL-13 ließ sich die Expression von 
Chi3L1 im Vergleich zu der einfachen Stimulation mit IL-4 bzw. IL-13 weiter steigern. So stieg 
die Expression nach Ko-Stimulation über alle Zeiträume gemittelt um das 28-Fache  
(Mittel- IL-4: 6,5-fach, Mittel- IL-13: 12,5-fach). Dabei zeigte sich eine ähnliche Kinetik wie bei 
der Einzelstimulation mit IL-4 bzw. IL-13. Die Expression stieg bis zur 8 - stündigen Stimulation 
auf das maximal bis zu 72-Fache des Kontrollwertes an um nach 12 Stunden auf das 11,5-Fache 
zu fallen. Nach 24 - stündiger Stimulation stieg die Expression in Relation zur Kontrolle wieder 
um den Faktor 17,8 an.  
 
  




Abbildung 4.4: MRC1 Expression nach IL-4 + IL-13 Ko-Stimulation: Dargestellt ist die Expression 
des vermeintlich anti-inflammatorischen Markergens MRC1 (mannose receptor c-type 1) nach der 
Stimulation bzw. Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, IL-4, IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 für jeweils 
4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach der Stimulation mit LPS kommt es zu einer deutlichen Abnahme 
der Expression, wobei der Tiefpunkt nach 8h erreicht wird. Durch Stimulation mit IL-4 lässt sich 
eine Zunahme der Expression um den Faktor 3 beobachten. Die Stimulation bzw. Ko-Stimulation 
mit IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 lässt die Expression von MRC1 geringfügig ansteigen. Im zeitlichen 
Verlauf nimmt sie wieder ab. (MW +- SEM, n = 6). 
Die Expression von MRC1 wurde durch die Stimulation der Mikrogliazellen mit LPS im 
Mittel um den Faktor 17 reduziert. Die Expressionsstärke sank im Verlauf der Stimulation von 
4 bis 8 Stunden auf einen Tiefstwert einer annähernd 30-fach reduzierten Expression. Nach  
24 - stündiger Stimulation stieg die Expression wieder leicht auf eine 
10,5-fach reduzierte Expression an. 
Nach der Stimulation mit IL-4 wiesen die Mikrogliazellen eine 3-fach gesteigerte Expression 
des Markermoleküls MRC1 auf, wobei die Expression im Verlauf von 4 bis  
24 Stunden kontinuierlich ab nahm. In Relation zu den Ausgangswerten nach 4 - stündiger 
Stimulation mit IL-4 erreichte die Expression nach 24 Stunden das Minimum mit einer im 
Vergleich zur Kontrolle unveränderten Expressionsstärke. Durch die Stimulation der 
Mikrogliazellen mit IL-13 ließ sich lediglich eine Steigerung der Expression von MRC1 um das 
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Expressionsstärke auf. Die nach der Stimulation mit IL-4 beschriebene zeitabhängige 
Expression von MRC1 ließ sich sowohl nach der Stimulation mit IL-13 als auch nach der 
Ko-Stimulation mit IL-4 + IL-13 beobachten.  
4.3.1.3 FcγR2b 
 
Abbildung 4.5: FcγR2b Expression nach IL-4 + IL-13 Ko-Stimulation: Dargestellt ist die Expression 
des vermeintlich pro-inflammatorischen Markergens FcγR2b (Fc fragment of IgG receptor IIb) nach 
der Stimulation bzw. Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, IL-4, IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 für 
jeweils 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach der Stimulation mit LPS kommt es zur Abnahme der 
Expression im zeitlichen Verlauf, wohingegen die Stimulation mit IL-4 zu einer Zunahme der 
Expression um maximal Faktor 12 führt. Durch die Stimulation bzw. Ko-Stimulation mit IL-13 bzw. 
IL-4 + IL-13 lässt sich die Expression von FcγR2b nach 6 und 12 Sunden geringfügig steigern  
(Faktor 9 bzw. 11,5). (MW +- SEM, n = 6). 
Im Verlauf der Stimulation mit LPS hielt sich die Expression von FcγR2b auf einem 
stabilen niedrigen Niveau zwischen einer identischen und verdoppelten Expressionsstärke im 
Vergleich zur Kontrolle. Der Tiefstwert mit einer 3,5-fach reduzierten Expression wurde nach 
12 Stunden erreicht.  
Im Verhältnis zur Stimulation mit LPS steigerte sich die Expression von FcγR2b nach der 
Stimulation mit IL-4 im zeitlichen Verlauf auf das bis zu 12-Fache nach 24 Stunden.  
Sowohl durch die Stimulation mit IL-13, als auch durch die Ko-Stimulation mit IL-4 + IL-13 
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IL-4 nachgewiesen werden. Es zeigte sich jedoch, dass die Expression von FcγR2b in beiden 
Fällen zunächst anstieg und nach 6 bzw. 12 Stunden ihr Maximum erreichte  
(IL-13 Stimulation: 8,5-fach; IL-4 + IL-13 Stimulation: 11,5-fach) bevor sie wieder sukzessive 
auf das Niveau ihres Ausgangswertes abfiel (IL-13 Stimulation: 3,4-fach; IL-4 + IL-13 
Stimulation: 3-fach). Dies stand im Gegensatz zur Expression von FcγR2b nach Stimulation mit 
IL-4, bei der nach 6 Stunden kein Peak zu beobachten war. 
4.3.1.4 IGF-1 
 
Abbildung 4.6: IGF-1 Expression nach IL-4 + IL-13 Ko-Stimulation: Dargestellt ist die Expression 
des vermeintlich anti-inflammatorischen Markergens IGF-1 (insulin like growth factor 1) nach der 
Stimulation bzw. Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, IL-4, IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 für jeweils 
4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach der Stimulation mit LPS kommt es zur zeitabhängigen Abnahme 
der Expression. Die Stimulation bzw. Ko-Stimulation mit IL-4 bzw. IL-4 + IL-13 bedingt keine 
eindeutige Zunahme der Expression. (MW +- SEM, n = 6). 
Das Markermolekül IGF-1 zeigte eine schwache Reaktion auf die Stimulation mit IL-4,  
IL-13 bzw. IL-4 + IL-13. Im Vergleich zur Einzelstimulation mit IL-4 ließ sich im Mittel sowohl 
nach der Stimulation mit IL-13 als auch nach der Ko-Stimulation mit IL-4 + IL-13 einzig eine 
leichte Zunahme der Expression um den Faktor 1 feststellen. Ein zeitlicher Zusammenhang 
von Expressionsstärke und Stimulationsdauer war nicht zu beobachten. Im Gegensatz dazu 
















Ergebnisse  62 
 
zeitabhängigen Verlauf. Mit zunehmender Stimulationsdauer nahm die Expression von IGF-1 
von Initial 1-fach reduzierter Expression nach 4 Stunden auf maximal eine 42-Fache Reduktion 
nach 12 Stunden ab. Nach 24 - stündiger Expression war die Expression im mittel weniger stark 
reduziert (Faktor -20). 
4.3.2 Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS bzw. IL-4 und TFF3 
4.3.2.1 Chi3L1 
Ein Vergleich der Expressionsstärke von Chi3L1 nach der Ko-Stimulation von 
Mikrogliazellen mit LPS + TFF3 und derer nach Einzelstimulation mit LPS zeigte lediglich eine 
geringfügige Veränderung bzw. Verschiebung der Expressionsstärke. In beiden Fällen war eine 
Abnahme der Expressionsstärke über den Stimulationszeitraum zu beobachten, wobei die 
Expessionsniveaus nach Ko-Stimulation mit TFF3 für 8- bzw. 12 Stunden minimal deutlicher 
ausfielen (Faktor 3 vs. -0,5 bzw. Faktor -4 vs. -2,3). 
 
Abbildung 4.7: Expression von Chi3L1 nach Ko-Stimulation mit TFF3: Dargestellt ist die Expression 
des Markergens Chi3L1 nach der Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, IL-13 bzw. IL-4 mit 
TFF3 (trefoil factor 3) für jeweils 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach der Ko-Stimulation von 
Mikrogliazellen mit LPS, IL-13 bzw IL-4 mit TFF3 lässt sich eine deutlichere Veränderung der 
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Im Vergleich mit der einfachen Stimulation der Mikrogliazellen mit IL-4, bei der die 
Expression von Chi3L1 zeitabhängig auf eine maximal 16-fach erhöhte Expression nach  
8 Stunden anstieg, zeigte sich bei der Ko-Stimulation von IL-4 mit TFF3 eine Halbierung der 
Expression um den Faktor 8 bei gleich bleibender Kinetik.  
Ähnlich verhielt sich die Expression von Chi3L1 nach Ko-Stimulation mit IL-4, IL-13 und TFF3. 
Auch hier reduzierte sich die Expression nach 8 Stunden auf das 55-Fache respektiv zur 
Stimulation mit IL-4 und IL-13 und einer konsekutiven Expression von dem 73-Fachen im 
Verhältnis zur Kontrolle.  
Lediglich durch Ko-Stimulation von IL-13 mit TFF3 ließ sich eine Steigerung der Expressionsrate 
im Vergleich zur einfachen Stimulation mit IL-13 (IL-13: 41,4-fach) auf das 56,5-Fache der 
Kontrollgruppe erreichen. Die Kinetik der Expression war in beiden Fällen vergleichbar 
konfiguriert. 
4.3.2.2 MRC1 
Die Expression des Markermoleküls MRC1 verhielt sich nach Ko-Stimulation mit LPS und 
TFF3 auf ähnliche Art und Weise wie nach der Einzel-Stimulation mit LPS. In beiden Fällen 
nahm die Expression im Verlauf der Stimulation im Mittel ab, wobei die Reduktion derselben 
nach Ko-Stimulation schwächer ausfiel als nach Einzel-Stimulation  
(LPS Stimulation: Minimum -30-fach; LPS + TFF3 Stimulation: Minimum –17,5-fach).  
Im Gegensatz zur Einzelstimulation mit LPS zeigte sich nach der Kostimulation mit TFF3 kein 
eindeutig „muldenförmiges“ Expressionsverhalten - mit einem Minimum nach 8 Stunden und 
einer anschließenden Zunahme der Expression – sondern die Expression pendelte sich im 
Bereich eines 16-fach reduzierten Niveaus ein.  
Nach Ko-Stimulation der Mikrogliazellen mit IL-4 bzw. IL13 mit jeweils TFF3 zeigten sich keine 
relevanten Veränderungen zur entsprechenden Einzel-Stimulation. Nach Kombination der 
Stimulantien IL-4 und IL-13 mit TFF3 ließ sich die Expression von MRC1 nach  
12 - stündiger Stimulation auf das 15-Fache anheben, und damit deutlich über das Niveau der 
Versuche mit den entsprechenden Einzel-Stimulantien. 
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Abbildung 4.8: Expression von MRC1 nach Ko-Stimulation mit TFF3: Dargestellt ist die Expression 
des Markergens MRC1 nach der Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS bzw. IL-4 und TFF3 
(trefoil factor 3) für jeweils 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach der Ko-Stimulation von 
Mikrogliazellen mit LPS und TFF3 für 6 Stunden zeigt sich eine deutlichere Reduktion des 
Expressionsniveaus als nach Einzel-Stimulation mit LPS. (MW +- SEM, n = 6). 
4.3.2.3 FcγR2b 
In Bezug auf FcγR2b zeigte sich eine sich zu den Vorbefunden konträr verhaltende 
Expression. So war nach Einzel-Stimulation mit LPS keine eindeutige Veränderung des 
Expressionsniveaus darstellbar. Durch die Kombination der Stimulantien LPS und TFF3 zeigte 
sich dem Gegenüber, nach 12 - bzw. 24 - stündiger Stimulation, eine deutliche Reduktion des 
Expressionsniveaus (LPS Stimulation: Minimum –3,5-fach bzw. -2,5-fach; 
LPS + TFF3 Stimulation: Minimum –11-fach bzw. –14-fach).  
Die Stimulation der Zellen mit IL-4 und/oder IL-13 in Kombination mit TFF3 zeigte ein ähnlich 
zeitabhängiges Verhalten. Während innerhalb der ersten 8 Stunden nach Stimulation keine 
großen Veränderungen der Expressionsniveaus im Vergleich mit und ohne TFF3 festzustellen 
waren, so divergierten sie nach 12 - bzw. 24 - stündiger Stimulation deutlicher. Durch die  
Ko-Stimulation von IL-4 und TFF3 wurde die Expression z.B. lediglich um den Faktor 4 
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Abbildung 4.9: Expression von FcγR2b nach Ko-Stimulation mit TFF3: Dargestellt ist die Expression 
des Markergens FcγR2b nach der Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, IL-13 bzw. IL-4 und 
TFF3 (trefoil factor 3) für jeweils 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Durch die Kombination der 
Stimulantien LPS und TFF3 zeigte sich dem Gegenüber, nach 12 - bzw. 24 - stündiger Stimulation, 
eine deutliche Reduktion des Expressionsniveaus (LPS Stimulation: Minimum –3,5-fach bzw.  
-2,5-fach; LPS + TFF3 Stimulation: Minimum –11-fach bzw. –14-fach). (MW +- SEM, n = 6). 
Die Stimulation mit IL-13 alleine oder zusammen mit TFF3 erbrachte keine eindeutige 
Änderung der Ergebnisse. Durch die Kombination von IL-4 und IL-13 mit und ohne TFF3 zeigte 
sich ein verändertes Expressionsverhalten. So führte die Ko-Stimulation mit TFF3 zu einer 
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4.3.2.4 IGF-1 
Im Falle des Insulin like growth factor 1 (IGF-1) ließen sich weder durch die vermeintlich 
anti-inflammatorischen Stimulantien IL-4 und IL-13 bzw. deren Kombination miteinander oder 
mit TFF3 eine Veränderung des Expressionsniveaus auslösen.  
Nach 12 - bzw. 24 - stündiger pro-inflammatorischer Stimulation mit LPS zeigte sich dem 
gegenüber eine deutliche Reduktion der Expression (ca. –42-fach bzw. ca. –20-fach). Durch 
die Kombination von LPS mit TFF3 ließ sich diese Reduktion, für eine Stimulationszeit von  
24 Stunden, weiter auf ein minimales Niveau des -64-Fachen verstärken. 
 
Abbildung 4.10: Expression von IGF-1 nach Ko-Stimulation mit TFF3: Dargestellt ist die Expression 
des Markergens IGF-1 nach der Stimulation bzw. Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, IL-13 
bzw. IL-4 mit TFF3 (trefoil factor 3) für jeweils 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach 12 - bzw. 24 - 
stündiger pro-inflammatorischer Stimulation mit LPS zeigte sich dem gegenüber eine deutliche 
Reduktion der Expression (ca. –42-fach bzw. ca. –11-fach). Durch die Kombination von LPS mit TFF3 
ließ sich diese Reduktion, für eine Stimulationszeit von  
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Die Aufrechterhaltung der Homöostase im Gehirn von Säugetieren ist eines der 
zentralen Elemente bei der Regulation von Entzündungsprozessen im ZNS  
(Graeber et al. 2011). Als Mediator von inflammatorischen Prozessen lässt sich den 
Mikrogliazellen hierbei eine Schlüsselrolle zuordnen (Salter et al. 2014). Sie treten in Form 
einer eigenständigen Subpopulation von Entzündungszellen im ZNS auf, die sich zu einem 
frühen Zeitpunkt der Ontogenese von der gemeinsamen Entwicklungslinie mit anderen 
Entzündungszellen, wie z.B. den Makrophagen der Peripherie, abgegliedert hat  
(D. R. Beers et al. 2006; Ginhoux et al. 2013). Ungeachtet dieser lediglich entfernten 
Verwandtschaft weisen Mikrogliazellen dennoch einige Gemeinsamkeiten mit ihren 
peripheren Verwandten auf. So sind beide dazu in der Lage, in Abhängigkeit von Mediatoren 
in ihrer Umgebung, verschiedene Morphologien einzunehmen und verschiedene funktionelle 
Stadien zu durchlaufen (Kettenmann et al. 2011). Innerhalb dieser Stadien der differenziellen 
Aktivität sind die Zellen in der Lage, die unterschiedlichsten immunologischen Aufgaben zu 
übernehmen. So treiben sie in ihrer klassischen Aktivitätsform (M1 bzw. M1-like) 
Entzündungsprozesse voran, während sie in ihrer alternativen Aktivitätsform  
(M2 bzw. M2-like) die Modulation, Eindämmung oder Beendigung von Entzündungsprozessen 
bewirken können (Mosser et al. 2008; Varin et al. 2009; Colton 2009; Sica et al. 2012;  
Cherry et al. 2014; Butovsky et al. 2014; Amici et al. 2017). Da eine fortwährende Entzündung 
einen fatalen Ausgang für die Integrität des ZNS und somit für den gesamten Organismus hätte, 
muss es eine Möglichkeit zur Verschiebung des Aktivitätszustandes, weg von der pro- und hin 
zur anti-inflammatorischen Aktivität, geben (Colton 2009; Kigerl et al. 2010). Die eindeutige 
Identifikation und damit verbunden die Möglichkeit der wissenschaftlichen Beschreibung der 
verschiedenen Aktivitätszustände, die Beeinflussung der Aktivitätszustände sowie die 
Möglichkeit der medizinischen Nutzbarmachung des entzündungsmodulierenden Charakters 
der Mikrogliazellen sind bis heute Gegenstand eines wissenschaftlichen Diskurses; sie sind 
auch das Leitmotiv dieser Dissertation. 
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5.2 Markermolekül Präselektion 
Im Verlauf der Analyse der aktuellen Primärliteratur fällt auf, dass sich eine Vielzahl der 
Arbeiten zur differentiellen Aktivität mit Zellkulturen, Lebendpräparaten oder  
zyto-histologischen Präparaten peripherer Makrophagen, aber selten mit Mikrogliazellen 
befassen (Mosser et al. 2008). Darüber hinaus beschäftigen sich die verschiedenen Arbeiten 
mit unterschiedlichen Spezies, wie z.B. mit der Maus oder mit dem Menschen  
(Chauhan et al. 2017). Ungeachtet dessen finden zur Charakterisierung der unterschiedlichen 
Aktivitätszustande von Makrophagen und Mikrogliazellen in vielen dieser Arbeiten dieselben 
Markermoleküle Anwendung. Am Beispiel von Raes et al. wird deutlich, dass diese gängige 
Praxis nicht unproblematisch zu sein scheint. So lässt sich nachweisen, dass einige der am 
weitesten verbreiteten Markermoleküle der alternativen Aktivität, YM1 bzw. Arginase 1 
(Arg1), sehr wohl bei Mäusen, nicht aber bei Ratten nachzuweisen sind bzw. dass sich deren 
Expression durch eine anti-inflammatorische Stimulation nicht steigern lässt (Raes et al. 2005). 
Die bekannten Markermoleküle lassen sich dem entsprechend nicht artübergreifend 
und/oder auch nicht in vereinfachender, vergleichender Weise bei der Charakterisierung der 
Aktivitätszustände von Makrophagen und Mikroglia verwenden. Vielmehr wäre eine 
differenziertere Herangehensweise in Betracht zu ziehen.  
Zusammenfassend lässt sich ableiten, dass es innerhalb des Unterstamms der Vertebrata 
artübergreifende und ungeachtet der ontogenetisch nur entfernten Verwandtschaft von 
Makrophagen und Mikroglia ein gewisses Maß an Gen-Konservierung geben muss.  
Diese ermöglicht einen Vergleich der Regulation des Aktivitätszustandes der Zellen. Ein 
Rückschluss auf eine allgemeine für verschiedene Zelltypen oder sogar Spezies gültige 
Systematik der für eine Aktivitätsform spezifischen Markermoleküle ist jedoch nicht möglich. 
Um die Identifikation der verschiedenen Aktivitätszustände dennoch zu ermöglichen 
und damit eine Basis für weitergehende Experimente zu schaffen, sollte im Rahmen dieser 
Arbeit in einem ersten Schritt ein Set von potenziellen Markermolekülen für die in unserer 
Arbeitsgruppe verwendeten primären Ratten Mikrogliazellen identifiziert werden, mit deren 
Hilfe die eindeutige Zuordnung der Zellen in die Aktivitätszustände „klassisch“ und 
„alternativ“ möglich wäre. 
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Die Präselektion der 42 putativen Markergene erfolgte nach den im Kapitel 4.1 
genannten Kriterien. Dadurch sollte die Aussicht auf ein positives Ergebnis der folgenden 
Versuche erhöht werden. Aufgrund der initial willkürlich gesetzten Selektionskriterien war 
jedoch keine eindeutige Prognose über den tatsächlichen Erfolg der Experimente möglich. 
Retrospektiv hätte eine strengere Präselektion auf bei primären Ratten Mikroglia 
vorbeschriebenen Markermolekülen das Ergebnis der Arbeit womöglich verbessern können. 
Andererseits ermöglichte der gewählte ‚unbiased‘ (unvoreingenommene) Ansatz den 
Vergleich und die differenzierte Betrachtung der verbreiteten Praxis einer Art- und Zelllinien 
übergreifenden Anwendung von Markermolekülen. 
5.3 ‚unbiased‘ Assay 
Bei der Analyse der ‚unbiased‘ qRT2 Profiler Assays™ zeigte sich der Vorteil einer weiter 
gefassten Präselektion von potenziellen Markermolekülen. Nach „klassischer“ Aktivierung der 
Mikrogliazellen mit Lipopolysaccharid (LPS) kam es, wie erwartet, im Durchschnitt zu einer 
deutlichen Zunahme der Expression von vermeintlich pro-inflammatorischen 
Markermolekülen. Besonders die in unserer Arbeitsgruppe oft zur Anwendung kommenden 
Marker einer klassischen Aktivität von Mikrogliazellen IL-6, ROS (NOS 2) und IL-12 traten mit 
einer durchschnittlichen um den Faktor 5000 (maximal bis zu 10.000-fach) gesteigerten 
Expression hervor. Nach der Stimulation mit IL-4, der „alternativen“ Aktivierung, waren diese 
Markermoleküle ebenfalls stark überexprimiert, allerdings 100-Fach geringer als nach der 
Stimulation mit LPS. Gleichwohl überstiegen sie das Expressionsniveau der meisten putativ 
anti-inflammatorischen Markermoleküle bei weitem. Diese Markermoleküle können 
demnach eine allgemeine Aktivierung der Mikrogliazellen auf Umweltreize anzeigen und bei 
bestimmter, pathologischer Reizung einen Shift der Zellen hin zu einer pro-inflammatorischen 
M1 Konfiguration markieren. 
Andere vermeintlich pro-inflammatorischen Markermoleküle wie Ptgs2, CxCl1, IL-1α,  
IL-1β oder TNF-α zeigten eine geringere, aber immer noch auffällige Steigerung ihrer 
Expression nach Stimulation mit LPS. Interessanterweise zeigten einige der in der Literatur als 
putativ anti-inflammatorisch vorbeschriebenen Marker (CCL2, CCL22, CD200, IL-10, IL-1rn und 
SOCS3) ein sehr ähnliches Verhalten auf die Stimulation mit LPS. Ihre Expression fiel allerdings 
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insgesamt schwächer aus als die der vermeintlich pro-inflammatorischen Markermoleküle. 
Nach der Stimulation mit IL-4 zeigten dieselben putativ pro- und  
anti- inflammatorischen Markermoleküle eine ähnliche Reaktionsweise. Das 
Expressionsniveau reduzierte sich zudem noch einmal deutlich. Als Ausnahme hiervon zeigte 
CCL22 eine deutliche zeitabhängige Expressionssteigerung; sowohl nach der Stimulation mit 
LPS als auch nach der Stimulation mit IL-4.  
Aufgrund des gezeigten unspezifischen Expressionsverhaltens erwiesen sich die aufgezählten 
Markermoleküle insgesamt als ungeeignet für die eindeutige Charakterisierung von 
Aktivitätszuständen. Einzig CCL22 könnte aufgrund seiner zeitabhängigen Expressions-Kinetik 
zur weiteren Untersuchung der Veränderung von Aktivitätszuständen von Nutzen sein. 
Weiterführende Untersuchungen zur genaueren Beschreibung des Verhaltens von CCL22 
erscheinen hierzu erforderlich. 
Ähnliches gilt für die potenziell pro-inflammatorischen (CD80, CD86 und IL-12α) und die 
potenziell anti-inflammatorischen Markermoleküle (Arg1, CD200 r1, CD209, MMP12 und NGF). 
In allen Fällen war durch eine Stimulation mit LPS bzw. IL-4 keine eindeutige Veränderung des 
Expressionsverhaltens der Markermoleküle zu beobachten. Dieser Befund scheint demnach 
zu unterstreichen, dass die einfache Ableitung des Aktivitätszustandes einer Zelle aus der 
Expressionsstärke einzelner Moleküle mit einer vermeintlichen pro- bzw. anti-
inflammatorischen Bestimmung nicht immer möglich ist. Denn unter gewissen Umständen 
erscheinen sowohl vermeintlich anti-inflammatorische Markermoleküle als auch putativ pro-
inflammatorische Moleküle durch die Stimulation mit pro- oder anti-entzündlichen Agenzien 
in einem vergleichbaren Maß überexprimiert zu werden.  
Ungeachtet der oben erwähnten Feststellung sind in diesem Setting auch vermeintlich 
anti-inflammatorische Markermoleküle hervorgetreten, die nach der Stimulation mit LPS eine 
Herabsetzung ihrer Expression erfuhren (Chi3L1, CCR 2, CD163, CD36 und IGF-1 bzw. MRC1 
und CX3CR1). Die Stimulation mit IL-4 führte demgegenüber zu einer Steigerung der 
Expression einiger der Moleküle (CD163, MRC1, Chi3L1). In umgekehrter Art und Weise zeigte 
sich, dass die Stimulation mit LPS zu keiner nennenswerten Veränderung der Expression des 
aus der Familie der vermeintlich pro-inflammatorischen Fcγ-Rezeptoren stammenden 
Markermoleküls FcγR2b führte, wohingegen die Stimulation mit IL-4 eine deutliche 
Expressionssteigerung auslöste. 
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In der Zusammenschau wird deutlich, dass die oft praktizierte Methodik einer singulären 
Betrachtung von Markermolekülen zur Einteilung einer inflammatorischen Zelle  
(z.B. Mikrogliazelle) in einen Aktivitätszustand nicht ausreicht und das eine solche Methodik 
der Komplexität der zugrundeliegenden Mechanismen nicht gerecht wird. Vielmehr scheint 
die Betrachtung von Sets an Markermolekülen sowie deren differenzielles Expressionsmuster 
über die Zeit ausschlaggebend zu sein, um die dynamischen Aktivitätsmuster der 
Mikrogliazellen während eines entzündlichen Prozesses oder während einer in vitro 
durchgeführten Simulation zu charakterisieren. Diesem Gendanken folgend wurde aus dem 
‚unbiased‘ Assay ein Set von vielversprechenden putativen Markermolekülen für die  
anti-inflammatorischen Aktivitätszustände ausgewählt (MRC1, Chi3L1, IGF-1 und FcγR2b).  
Das ebenfalls vielversprechende Markermolekül CD163 ließ sich in den fortgesetzten 
Untersuchungen nicht adäquat amplifizieren und musste deshalb aus der weiteren 
Betrachtung herausgenommen werden. Eine erneute Amplifikation des Genes mit 
alternativen Primersequenzen und eine weiterführende Untersuchung könnte zur 
sinngemäßen Erweiterung dieses Studienaufbaus erwogen werden.  
In Einzelversuchen wurde im Folgenden versucht, die beobachtete Dynamik der Expression 
auf Basis von qPCR Analysen zu verifizieren. 
5.4 Einzelversuche 
Dabei zeigten sich für die ausgewählten putativen Markermoleküle Chi3L1, MRC1, 
FcγR2b sowie IGF-1 jeweils typische und reproduzierbare Verhaltensmuster.  
Das Markermolekül Chi3L1, bekannt als YM1 aus Experimenten an menschlichen Zellen oder 
als Chi3L1 der Maus (YM-1 mouse homolog chitinase 3 like 1), erwies sich entgegen den 
Beobachtungen von Raes et al. als ein guter Kandidat zur Identifikation der alternativen 
Aktivität von primären Ratten Mikrogliazellen (Raes et al. 2005). Anfang der 2000- er Jahre 
konnten Colton und Hung nachweisen, dass Chi3L1 in Mikrogliazellen produziert wird und dass 
seine Expression durch die Stimulation mit IL-4 bzw. IL-13 in Mausmodellen gesteigert werden 
kann (Hung et al. 2002; Colton et al. 2006). Diese Ergebnisse für primäre Ratten Mikroglia 
konnten in dieser Arbeit bestätigt werden. Es zeigte sich ebenfalls eine eindeutige Zunahme 
der Chi3L1-Expression durch die Stimulation mit IL-4- bzw. IL-13. Dem gegenüber ließ sich 
nach der Stimulation mit LPS keine eindeutige Veränderung der Expression darstellen, 
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wohingegen die Ko-Stimulation mit IL-4 und IL-13 zu einer weiteren Steigerung der Chi3L1 
Expression führte.  
Gleichwohl besteht weiterhin Unklarheit über die Rolle, die Chi3L1 in der alternativen 
Aktivität der Mikrogliazellen und damit im ZNS spielt. Bekannt ist, dass Chi3L1 zu einer großen 
Familie von Chitinasen gehört, die sowohl von Makrophagen in der Peripherie als auch von 
Mikrogliazellen im ZNS sezerniert werden. Es wird angenommen, dass Chi3L1 aufgrund des 
Fehlens eines eigenen aktiven enzymatischen Zentrums, aufgrund seiner Fähigkeit an 
Heparinsulfat zu binden und aufgrund der Fähigkeit zur Unterdrückung der IL-1- und TNF-α-
abhängigen Signaltransduktion den Umsatz von Wachstumsfaktoren im Extrazellulärraum 
verlangsamen kann; durch Modulation der pro-inflamatorischen Zellantwort ist Chi3L1 eher 
an der Stabilisierung des Extrazellulärraumes (EZR) beteiligt (Rehli et al. 1997; Recklies et al. 
2002; Raes et al. 2002; Ling et al. 2004). Die gesteigerte Expression von Chi3L1 nach der Ko-
Stimulation mit IL-4 und IL-13 könnte zudem darauf hindeuten, dass ähnlich der Ko-
Aktivierung von z.B. T-Zellen im Immunsystem höherer Wirbeltiere, für die adäquate 
Aktivierung der Transkription von Chi3L1 eine doppelte Stimulation der Rezeptoren 
notwendig ist, um eine adäquate Signaltransduktion über den JAK-STAT-Signalweges zu 
ermöglichen. Zur Überprüfung dieser Hypothese wären weitere Untersuchungen nötig. 
Die Expression von FcγR2b (Fc fragment of Ig γ receptor IIb) stieg nach der Stimulation 
mit IL-4 im zeitlichen Verlauf kontinuierlich an. Die (Ko-)Stimulation mit IL-13 verstärkte diesen 
Effekt nicht. Eine Stimulation mit LPS führte demgegenüber zu keiner 
signifikanten Expressionssteigerung.  
FcγR2b stellt den häufigsten Vertreter aus der Gruppe von Fcγ-Rezeptoren dar, die generell 
mit der Verknüpfung des angeborenen- und des adaptiven Immunsystems assoziiert sind 
(Chauhan et al. 2017; Li et al. 2019). Während die anderen Mitglieder diese Rezeptor-Familie 
(z.B. FcγRI, FcγRIII, FcγRIV) eher mit einer pro-inflammatorischen Funktion in Verbindung 
gebracht werden, führt FcγR2b hingegen zu einer Reduktion der Rezeptor-assoziierten 
Aktivierung der Zellen (Heusser et al. 1977; Takai et al. 1994; Fukuyama et al. 2005; 
Nimmerjahn et al. 2008; Nimmerjahn 2016; Pricop et al. 2001). Damit besitzt FcγR2b die 
Fähigkeit, den unkontrollierten Fortlauf einer Entzündung über autonome Prozesse oder über 
die Aktivierung anderer pro-inflammatorischen Fcγ-Rezeptoren auszugleichen und für eine 
Balance zwischen pro- und anti-inflammatorischen Einflüssen zu sorgen  
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(Fukuyama et al. 2005; Nimmerjahn und Ravetch 2008). 
Der Nachweis einer gesteigerten Expression von FcγR2b auf den Stimulus von IL-4 bei 
primären Ratten Mikrogliazellen bestätigt die Entdeckung von Chauhan et al. (2017). Diese 
konnten bereits an Mäusen nachweisen, dass FcγR2b und nicht die anderen Mitglieder der 
FcγR-Familie durch die Stimulation mit dem Cytokin IL-4 überexprimiert wird. Darüber hinaus 
konnte die Arbeitsgruppe durch knock-out Versuchen darstellen, dass der Verlust von FcγR2b 
zur Unfähigkeit der Zellen führte, einen Zustand der alternativen Aktivierung  
(M2-like) anzunehmen. Diese Erkenntnis lässt sich im Zusammenhang mit der Beobachtung, 
dass es nach der Stimulation mit IL-4 zu einem zeitabhängigen Anstieg der Expression von 
FcγR2b kommt, als Hinweis auf eine Änderung des Aktivitätszustands der Mikrogliazellen 
verstehen. Somit ließe sich FcγR2b als ein Marker für einen Shift des Aktivitätszustandes 
heranziehen. Zudem kann die zeitabhängige Expressionssteigerung von FcγR2b ein Hinweis 
darauf sein, dass die stimulationsreizabhängige Freisetzung von Molekülen bereits zu einer 
Veränderung der Zellumgebung beigetragen hat. Diese kann wiederum eine Veränderung des 
zelleigenen Expressionsverhaltes und damit der intrinsischen Zellphysiologie zur Folge haben. 
Es kann also eine Art selbstlimitierender Faktor der pro-inflammatorischen Zellaktivität 
zugrunde liegen. 
In Anlehnung daran kann diese beschriebene Eigenschaft ebenfalls zur  
Mikroglia-Aktivierung mit therapeutischem Ansatz herangezogen werden. So ist es denkbar, 
dass eine Überstimulation von FcγR2b zu einem shift des Aktivitätszustands von 
Mikrogliazellen beitragen kann. Die u.a. durch Fcγ-Rezeptoren mediierte Endozytose von 
Zellbestandteilen bzw. die Chemotaxis auf Regionen mit erhöhter Entzündungsaktivität kann 
durch den inhibitorischen Effekt von FcγR2b reduziert werden (Zheng et al. 2015). Dadurch 
kann unter Umständen Effekte auf den Ausgang einer entzündlichen Reaktion wie sie  
z.B. beim Morbus Parkinson und der damit assoziierten α-Synuklein Akkumulation besteht, 
abgemildert werden. 
Die Expressivität der Markermoleküle MRC1 (Mannose Rezeptor C type 1) und IGF-1 
(Insulin like-growth factor 1) blieb nach Stimulation mit IL-4, IL-13 oder einer Kombination 
beider auf einem stabil niedrigen Niveau. Dem gegenüber führte die Stimulation mit LPS zu 
einer deutlichen Abnahme der Expression im zeitlichen Verlauf. Die Ko-Stimulation mit TFF3 
scheint den hemmenden Einfluss des LPS auf die Expression jedoch zu reduzieren, wie an der 
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Nivellierung des Expressionsniveaus nach 6 - stündiger Stimulationsdauer zu erkennen ist. 
Dabei ist die Rolle, die beide Moleküle im Rahmen einer neuronalen Inflammation spielen, 
noch nicht eindeutig geklärt. Es wird jedoch postuliert, dass das kohlenhydrat-bindende Lectin 
MRC1 u.a. eine Funktion bei der Phagozytose hat und durch die Steigerung der Expression von 
IL-10 und IL-1β Rezeptor Antagonist (IL-1Rα) Einfluss auf die anti-inflammatorischen 
Eigenschaften von Zellen nimmt (Gazi und Martinez-Pomares 2009).  
Über die Funktion des Insulin like growth factor 1 (IGF-1) im Verlauf von neuronalen 
Entzündungsprozessen wird ebenso ein Diskurs geführt. Es wird angenommen, dass IGF-1 
über einen neuroprotektiven Effekt und über die Fähigkeit zur Beeinflussung des 
Aktivitätszustandes von Mikrogliazellen verfügt, indem es einen direkten shift von  
M1-like zu M2-like Mikrogliazellen bewirkt (Ueno et al. 2013; Lee et al. 2013). Darüber hinaus 
wird postuliert, dass in das ZNS eindringendes IGF-1 einen mitogenen Effekt auf 
Mikrogliazellen haben kann und auf diese Weise mit für die reaktive Mikrogliose 
verantwortlich sein kann (O’Donnell et al. 2002). Der postulierte protektive Effekt des IGF-1 
kann zudem von der Fähigkeit der Mikrogliazellen abhängen, auf IGF-1 mit einer  
M2-like Aktivitätsänderung zu reagieren. Mit zunehmendem Zellalter scheint dieser Prozess 
jedoch nicht mehr uneingeschränkt möglich zu sein, was eine Ursache für die zunehmende 
Vulnerabilität des ZNS gegenüber chronisch degenerativen Erkrankungen im Alter sein kann 
(Lee et al. 2013; Labandeira-Garcia et al. 2017).  
Der von Ferger et al. beschriebene shift von Mikrogliazellen hin zu einem 
anti-inflammatorischen M2-like Stadium mit konsekutivem Anstieg der IGF-1 Expression durch  
IL-4 ließ sich in dieser Arbeit nicht nachvollziehen (Ferger et al. 2010). Vielmehr zeigte sich ein 
zu den Ergebnissen von Suh et al. (2013) homologes Verhalten, bei dem eine Stimulation von 
menschlichen Mikrogliazellen mit LPS zu einer Reduktion der IGF-1 Expression führte  
(Suh et al. 2013).  
Es ist demnach denkbar, dass ähnlich dem Verhalten von FcγR2b eine Veränderung des 
Aktivitätszustandes der Zellen, induziert durch ein pro-inflammatorisches Stimulans, über die 
Zeit zu einer Veränderung des Aktivitätszustandes der Mikrogliazellen führt. Gleichzeitig ist 
auch denkbar, dass die Vereinigung von primären Ratten Mikrogliazellen verschiedenen Alters 
zu einer Verschiebung der IGF-1 Expression führt. Macht man sich diesen Zustand bewusst, so 
sind MRC1 und IGF-1 als Marker für einen shift des Aktivitätszustandes einzusetzen, da sie in 
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Relation zur Basal-Expression nach IL-4 oder IL-13 (Ko-) Stimulation eine LPS induzierte 
Verminderung ihrer Expression erfahren.  
Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lässt sich die Schlussfolgerung ableiten, dass die hier 
beschriebenen Markermoleküle Chi3L1 und MRC1 zur eindeutigen Identifikation des M2a-like 
Aktivitätszustandes von primären Ratten Mikrogliazellen in Zellkultur verwendet werden 
können. Erweitert werden kann diese Identifikation und Charakterisierung durch die 
Verwendung der Markermoleküle FcγR2b sowie IGF-1. Betrachtet werden sollten 
diesbezüglich jedoch nicht ausschließlich die absoluten Expressionsniveaus nach Stimulation 
mit anti-inflammatorischen Substanzen wie z.B. IL-4 oder IL-13. Vielmehr sollte eine Reduktion 
des Expressionsniveaus nach Stimulation mit einer pro-inflammatorischen Substanz wie z.B. 
LPS als zusätzlicher Hinweis für eine Veränderung des Aktivitätsmusters angesehen werden.  
Weiterhin sollte bedacht werden, dass die beschriebenen Unterschiede der  
Basal-Expressionsniveaus der Markermoleküle nach Stimulation mit IL-4 bzw. LPS eine 
Auswirkung auf die Aussagekraft der Experimente gehabt haben könnten. Es wurde bei der 
Auswertung der Daten zwar darauf geachtet, dass nur Ct-Werte mit demselben  
threshold cut-off value (Th 0,03) verwendet wurden, um die Vergleichbarkeit der Daten zu 
gewährleisten; darüber hinaus wurde auch darauf geachtet, dass die Konzentrationen des zur 
Stimulation der Zellen verwendeten IL-4 bzw. des LPS so abgestimmt waren, dass ähnlich hohe 
Expressionsniveaus der Markermoleküle erreicht werden konnten; der erwünschte Effekt 
blieb jedoch aus. Demnach bleibt abzuwägen, ob die beschriebenen Veränderungen in der 
Basisexpression der Markermoleküle allein von der (unphysiologisch hohen) Dosis und von 
der Potenz der verwendeten Agenzien abhängen oder ob sie ein realistisches Abbild eines 
adäquaten Zellreizes darstellen. Weitere Untersuchung zur genaueren Charakterisierung des 
benötigten Stimulationsreizes für eine alternative Aktivierung von Mikrogliazellen erscheinen 
nötig, um diese Frage zu klären.  
Dennoch stellt die Betrachtung des relativen Expressionsniveaus eines Sets von 
Markermolekülen nach differenzieller Stimulation mit z.B. LPS vs. IL-4 eine erstrebenswerte 
Methodik dar, um Rückschlüsse auf den Aktivitätszustand einer Mikrogliazelle zu zulassen. 
Unter Einbeziehung der Stimulationszeit kann auf diese Art und Weise die Reaktion von 
Mikrogliazellen auf eine Veränderung der Umgebung während eines inflammatorischen 
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Prozesses abgebildet und ggf. ein shift der Aktivität abgebildet werden. Weitergehende 
Untersuchungen erscheinen notwendig, um diesen Zusammenhang klarer darzustellen. 
5.5  shift der Aktivität 
Um die Möglichkeit zur Abbildung eines möglichen Aktivitätsshiftes weiter zu 
untersuchen, erfolgte die Ko-Stimulation der Mikrogliazellen mit dem bekannten Aktivator der 
alternativen Aktivität TFF3 (Arnold et al. 2016). 
Dabei fiel auf, dass sich bei der 12 - stündigen Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit  
IL-4 + IL-13 und TFF3 eine Steigerung der Expression von FcγR2b und MRC1, um den Faktor 15 
erreichen ließe. Im gleichen Zeitraum kam es nach der Ko-Stimulation mit LPS+TFF3 zu einem 
deutlichen Rückgang der Expression von FcγR2b. Nach 24 Stunden Ko-Stimulation mit LPS und 
TFF3 kam es zudem zu einer Reduktion der IGF-1 mRNA Expression.  
Dies bestätigt die Annahme, dass die Ko-Stimulation von primären Ratten 
Mikrogliazellen mit TFF3 zu einer Veränderung hin zu einem anti-inflammatorischen 
Aktivitätsstadium führt. So lässt sich wie zuvor beschrieben ableiten, dass die Intensivierung 
der FcγR2b und MRC1 Expression den Wechsel hin zu einer antiinflammatorischen M2-like 
Aktivitätsform der Mikroglia markiert.  
Darüber hinaus kann die graduelle, zeitabhängige Reduktion der Expressionsstärke der 
mRNA von FcγR2b, MRC1 und IGF-1 nach der Stimulation mit LPS + TFF3 für einen 
Aktivitätsshift hin zu einer alternativen Aktivität sprechen. Zur genaueren Klärung dieser 
Veränderung hin zu einer alternativen Aktivierung bedarf es weiterer Untersuchungen, z.B. 
durch die Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit vermeintlich anti-inflammatorisch 
wirksamen Substanzen und TFF3 sowie die darauffolgende Charakterisierung der Zellen mit 
den in dieser Arbeit beschriebenen Markern. 
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5.6 Schlussfolgerung 
Die Schwierigkeit des eindeutigen Nachweises einer signifikant gesteigerten Aktivität 
eines einzelnen bekannten Markermoleküls verdeutlicht die Problematik bei der Abbildung 
eines komplexen Vorgangs wie der differentiellen Aktivierung von primären Ratten 
Mikrogliazellen durch nur einen einzelnen Marker. Dem gegenüber erscheint die 
Charakterisierung der alternativen Aktivität durch ein differenziertes Set von relevanten 
Markermolekülen einen weitaus größeren Bezug zur Realität zu besitzen und zur 
Beschreibung der Aktivtätszustände von Mikrogliazellen besser geeignet zu sein. Dem schließt 
sich eine differenziertere Abbildung von Veränderungen des Aktivitätszustandes von Zellen an.  
In der Zusammenschau ließen sich in dieser Arbeit vier Markermoleküle benennen  
(Chi3L1, FcγR2b, MRC1 und IGF-1), die sich zur eindeutigen Identifikation der alternativen 
Aktivität von primären Ratten Mikrogliazellen verwenden ließen. Weiterführend ist die 
Ergänzung des Sets mit CD163 zur Abgrenzung des M2a-like vom M2c-like Aktivitätszustand 
empfehlenswert. 
Die alleinige Betrachtung des absoluten (positiven) Expressionsniveaus erscheint 
darüber hinaus nicht adäquat, um eine eindeutige Aussage über den Aktivitätszustand einer 
Zellpopulation zu treffen. Vielmehr gilt es, die relativen (positiven und negativen) 
Expressionsniveaus der entsprechenden mRNA zu beurteilen, um eine Aussage über den 
Status der Zellaktivität treffen zu können. So kann der Verlust einer mRNA Expression eines 
Markermoleküls nach Stimulation ebenso mit einer Veränderung des Aktivitätszustandes 
verbunden sein, wie die Überexpression eines anderen Markermoleküls. Demnach lassen sich 
erst durch die gemeinsame Betrachtung der Expressionsniveaus verschiedener Marker eines 
Sets Aussagen über den Aktivitätszustand einer Zellpopulation treffen. 
Des Weiteren ist zu beachten, dass die Aktivitätszustände von Mikrogliazellen nicht 
allein von den gewählten Stimulanzien abhängen. Vielmehr ist denkbar, dass die auf den Reiz 
der Stimulationssubstanz hin hoch- bzw. herunterregulierte Genexpressionen und die ggf. 
sezernierten Genprodukte ihrerseits zu einer Veränderung der Zellaktivität beitragen können 
und auf diese Wiese die Expressionsprofile der Zellen mit beeinflussen. Eine kritische 
Betrachtung der Ergebnisse vor dem Hintergrund des zeitlichen Geschehens ist demnach zu 
empfehlen (Siddiqui et al. 2016).  
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Zur weiteren Charakterisierung der identifizierten Markermoleküle und deren Potential 
als Indikatoren für die Zuordnung einer Zellpopulation zu einem Subtyp der alternativen 
Aktivität zu fungieren, sind weitere Experimente empfehlenswert. 
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6 Zusammenfassung 
Mikroglia sind eine Population von residenten Glia-Zellen des zentralen Nervensystems. 
Sie machen zwischen fünf und 20 % der Gliazellmasse aus. Als Abkömmlinge der myeloischen 
Zelllinie besitzen sie die Fähigkeit sich ähnlich wie ihre Verwandten, die Makrophagen in der 
Peripherie, im Gehirn zu bewegen. Durch die Annahme verschiedener Aktivitätsformen 
können sie auf diese Weise die unterschiedlichen Rollen des Immunsystems im zentralen 
Nervensystem übernehmen. So kommen ihnen Aufgaben in der embryonalen Entwicklung, 
bei der Abwehr von pathogenen Keimen, bei der Modulation von physiologischen und 
pathologischen Prozessen sowie bei der Regeneration von Defekten zu. Durch diese 
Eigenschaften tragen Mikroglia zur Homöostase im zentralen Nervensystem bei. 
Was die Mikroglia dazu befähigt, diese verschiedenen Aufgaben zu übernehmen, ist 
bislang nicht abschließend geklärt. Eine Theorie geht in Anlehnung an die Physiologie der 
entfernt verwandten Gewebs-Makrophagen davon aus, dass Mikroglia ihr Expressionsmuster 
im Verlauf der Aktivitätsänderung wechseln. So sollen die Zellen ihr Expressions-Repertoire 
von einem pro-inflammatorischen M1-like Typ hin zu einem anti-inflammatorischen  
M2-like Typ wechseln können. Welche Expressionsmarker für einen solchen Wechsel 
charakteristisch sind, ist bis heute Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. 
Mit dieser Arbeit sollte der Frage nachgegangen werden, welche Markermoleküle den 
Wechsel der Aktivitätsform von einem M1-like Typ zu einem M2a-like Typ in primären Ratten 
Mikroglia am ehesten charakterisieren. Zu diesem Zweck wurden in einem 
unvoreingenommenen qPCR-Assay 42 potenzielle Markermoleküle auf ihre Tauglichkeit zum 
Nachweis eines Phänotyp Wechsels der Mikroglia getestet. Die Stimulation der Zellen sollte 
dabei durch LPS zum M1-like Typ und durch IL-4 bzw. IL-13 zum M2a-like Typ führen. Nach der 
Auswahl eines geeigneten Sets von vier Markermolekülen wurden mit diesen die biologischen 
Replikate durchgeführt. Zum Nachweis der Tauglichkeit der Markermoleküle wurden diese am 
Ende in einem Versuch mit der beschriebenen anti-inflammatorischen Stimulanz TFF3 
getestet. Hierbei konnte keine Verschiebung der gesteigerten Expression von M1-like Typ 
Markern hin zu M2a-like Typ Markern dargestellt werden. Vielmehr zeigte sich eine 
Intensivierung der vormaligen Expressionsniveaus. 
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Abbildung 8.1: Chi3L1 Expression nach LPS, IL-4 + IL-13 Stimulation bzw. Ko-Stimulation mit TFF3: 
Dargestellt ist die Expression des vermeintlich anti-inflammatorischen Markergens Chi3L1 
(Chitinase 3 like 1) nach der Stimulation bzw. Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, IL-4, IL-13 
bzw. IL-4 + IL-13 für jeweils 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach der Stimulation mit LPS kommt es zu 
keiner signifikanten Veränderung der Expression wohingegen die Stimulation mit IL-4 zu einer 
Zunahme der Expression um den Faktor 6,5 führt. Durch die Stimulation bzw. Ko-Stimulation mit 
IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 lässt sich die Expression von Chi3L1 auf den Faktor 12,5 bzw. 28 steigern. 
Nach der Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, IL-13 bzw IL-4 mit TFF3 lässt sich eine 
deutlichere Veränderung der Markergenexpression feststellen als nach der Einzelstimulation.  
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Abbildung 8.2: MRC1 Expression nach LPS, IL-4 + IL-13 Stimulation bzw. Ko-Stimulation mit TFF3: 
Dargestellt ist die Expression des vermeintlich anti-inflammatorischen Markergens MRC1 
(mannose receptor c-type 1) nach der Stimulation bzw. Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, 
IL-4, IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 für jeweils 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach der Stimulation mit LPS 
kommt es zu einer deutlichen Abnahme der Expression wobei der Tiefpunkt nach 8 Stunden 
erreicht wird. Durch Stimulation mit IL-4 lässt sich eine 3-fache Zunahme der Expression 
beobachten. Die Stimulation bzw. Ko-Stimulation mit IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 führt zu einem 
geringfügigen Anstieg der Expression von MRC1, welche im zeitlichen Verlauf jedoch wieder 
abnimmt. Nach der Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS und TFF3 pendelt sich das 
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Abbildung 8.3: FcγR2b Expression nach LPS, IL-4 + IL-13 Stimulation bzw. Ko-Stimulation mit 
TFF3: Dargestellt ist die Expression des vermeintlich pro-inflammatorischen Markergens FcγR2b 
(Fc fragment of Igγ receptor IIb) nach der Stimulation bzw. Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit 
LPS, IL-4, IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 für jeweils 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach der Stimulation mit 
LPS kommt es zur Abnahme der Expression im zeitlichen Verlauf wohingegen die Stimulation mit 
IL-4 zu einer bis zu 12-fachen Zunahme der Expression führt. Durch die Stimulation bzw. 
Ko-Stimulation mit IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 lässt sich die Expression von FcγR2b nach 6 und 12 Sunden 
geringfügig steigern (Faktor 9 bzw. 11,5). Durch die Kombination der Stimulantien LPS und TFF3 
zeigt sich nach 12 - bzw. 24 - stündiger Stimulation hingegen eine deutliche Reduktion der FcγR2b 
Expression (LPS Stimulation: Minimum –3,5-fach bzw. -2,5-fach;  
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Abbildung 8.4: IGF-1 Expression nach LPS, IL-4 + IL-13 Stimulation bzw. Ko-Stimulation mit TFF3: 
Dargestellt ist die Expression des vermeintlich anti-inflammatorischen Markergens IGF-1 (insulin 
like growth factor 1) nach der Stimulation bzw. Ko-Stimulation von Mikrogliazellen mit LPS, IL-4, 
IL-13 bzw. IL-4 + IL-13 für jeweils 4, 6, 8, 12 oder 24 Stunden. Nach der Stimulation mit LPS kommt 
es zur zeitabhängigen Abnahme der Expression. Die Stimulation bzw. Ko-Stimulation mit IL-4 bzw. 
IL-4 + IL-13 bedingt keine eindeutige Zunahme der Expression. Nach 12 - bzw. 24 - stündiger pro-
inflammatorischer Stimulation mit LPS zeigt sich dem gegenüber eine deutliche Reduktion der 
Expression (ca. – 42-fach bzw. ca. – 11-fach). Durch die Kombination von LPS mit TFF3 lässt sich 
diese Reduktion, für eine Stimulationszeit von 24 Stunden, weiter auf ein minimales Niveau von 
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